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Na preparação de biossensores, a imobilização de biomoléculas ao transdutor é crucial de 
modo a que a sua actividade biológica seja preservada. Este trabalho visa explorar uma via nova, 
simples e num só passo para imobilização de biocompostos em ouro, e para tal estudou-se a 
reactividade entre o CS2 e compostos que contém grupos amina, incluindo enzimas.   
Estudou-se a reacção entre o CS2 e a dopamina (amina primária), epinefrina (amina 
secundária) e o triptofano, testando três metodologias: imobilização num só passo (método 1); 
formação de SAM de CS2 e subsequente reacção com a amina (método 2); – reacção CS2 - amina 
e posterior contacto com o eléctrodo (método 3).  
O comportamento redox dos eléctrodos modificados pela reacção CS2 e aminas, revelou a 
imobilização covalente dos compostos em ouro verificando-se que o método 1, foi o que 
apresentou resultados mais satisfatórios, destacando-se os obtidos na reacção entre o CS2 e 
epinefrina. Os estudos de desadsorção redutiva das monocamadas formadas, revelaram que os 
desvios positivos nos Epred observados nos eléctrodos modificados relativamente ao Epred da 
SAM pura de CS2, sugerem a formação de ditiocarbamato. 
A reacção entre o CS2 e um enzima, Glucose Oxidase, foi realizada num só passo em meio 
aquoso, verificando-se actividade catalítica da GOx imobilizada para a glucose, na presença de 
um mediador (FMCA), ou seja, o enzima preserva a sua actividade após imobilização. A reacção 
entre o CS2 e a Laccase foi também preliminarmente investigada, num só passo em água, 
obtendo-se uma resposta enzimática da Laccase imobilizada para o substrato ABTS. Estes 
estudos revelam que o uso de CS2 para a formação in situ de ditiocarbamatos poderá ser utilizado 
como âncora de biomoléculas.  
A caracterização superficial dos eléctrodos modificados foi realizada por STM e AFM, 
sendo possível obter informação qualitativa da distribuição do enzima na superfície. 
Para melhorar o sinal electroquímico originado pela reacção do CS2 - amina, foram 
empregues Au-NPs em eléctrodos planares. As suspensões coloidais de AuNPs antes e após da 
modificação com CS2, CS2 e epinefrina, e CS2 e glucose oxidase foram caracterizadas por 
espectroscopia de UV-Visível e AFM. Foi possível imobilizar, num só passo, Au-NPs, com CS2 
e epinefrina; verificando-se um aumento do sinal electroquímico correspondente à epinefrina, e 





em superfícies de ouro planas. A formação de eléctrodos tridimensionais por esta via, tem 
potencial aplicação no desenvolvimento de biossensores (electroquímicos e ópticos). 
 
Palavras-chave: reacção entre CS2-amina, formação in-situ de ditiocarbamatos, 
























The purpose of this work is to exploit a new simple methodology, one-step procedure, for 
direct biomolecule immobilisation onto gold surfaces and is necessary to study reactivity 
between CS2 and several amines, including direct enzyme immobilisation onto gold surfaces. In 
order to improve the electrochemical signal the reaction of CS2 - amine, were employed planar 
electrodes incorporating gold nanoparticles. Different methodologies were used for gold 
functionalisation: one-step (method 1); self-assembling of a CS2 monolayer and post-reaction 
with amine-compounds (method 2): DTCs formation in solution followed by exposure to the 
gold surface (method 3). 
The redox behaviour of modified electrodes with CS2 and dopamine (primary amine) 
epinephrine (secondary amine) and tryptophan (primary and secondary amine) revealed their 
covalent immobilisation on gold. The best result was obtained for one step immobilisation and 
especially the reaction between CS2 and epinephrine. Electrochemical reductive desorption 
studies revealed that the positive shift in the desorption potentials of SAMs formed from CS2-
amines regarding the one of pure CS2 SAMs, suggests the formation of dithiocarbamate group. 
The reaction between CS2 and enzyme, glucose oxidase, was performed in one-step in aqueous 
solution. There is the existence of catalytic activity of GOx for glucose in the presence of a 
mediator (FMCA), enzyme retains its activity after immobilization on the surface.  
It was also preliminarily investigated another enzyme, Laccase, after reaction with CS2 in 
one-step, obtaining a response for immobilized enzyme to the substrate ABTS. These studies 
demonstrate that the use of CS2 for the in-situ formations of dithiocarbamates may be used to 
anchor biomolecules. 
Scanning Tunnelling Microscopy (STM) and Atomic Force Microscopy (AFM) were used 
to characterize the gold electrodes and enzyme distribution on the modified surfaces. 
The colloidal suspensions of AuNPs before and after modification with CS2, epinephrine 
and glucose oxidase were characterized by UV-visible spectroscopy and AFM. It was possible to 
immobilize, one-step, gold nanoparticles, CS2 and epinephrine, valued by AFM images, and 
observed that modification occurred in Au-NPs by CS2 and epinephrine, result in a higher 
electrochemical signal, then a larger quantity of epinephrine on the surface and a shift to negative 
values in the redox potentials, with possible formation of 3D structures and may then be potential 
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1.1 Biossensores: definição e características principais  
Nos últimos anos, as propriedades redox dos compostos biológicos, nomeadamente 
proteínas, têm sido extensivamente investigados usando métodos electroquímicos directos, com 
finalidade de aplicação em diversas áreas, nomeadamente, em biossensores [1-4]. Os 
biossensores tornaram-se uma importante ferramenta para a detecção química e biológica de 
alimentos, detecção ao nível clínico e ambiental devido às suas capacidades singulares de 
desempenho, que incluem a alta especificidade e sensibilidade, baixo custo, resposta rápida e o 
tamanho relativamente compacto [5]. Os biossensores são dispositivos analíticos que combinam 
um elemento biológico de reconhecimento imobilizado (enzimas, anticorpos, receptores, 
microorganismos) e um transdutor físico-químico (potenciométrico, amperométrico, 
condutimétrico, ou óptico) para a detecção dos compostos-alvo [6]. 
Nos biossensores enzimáticos (figure 1.1) o elemento biológico é o enzima que reage 
selectivamente com o seu substrato e a resposta de um biossensor para a adição de um substrato é 
determinada pelo consumo de substrato ou pela concentração do produto (P) da reacção 
enzimática na superfície do biossensor. A reacção é controlada pela velocidade de dois processos 
em simultâneo, a conversão enzimática do substrato (S) e a difusão do produto a partir da 
camada enzimática. Recorre-se a um elemento biológico de modo a usar a especificidade própria 
das biomoléculas para as espécies que pretendemos analisar em que o sinal emitido no 








Figura 1.1 – Esquematização dos processos bioelectrónicos entre os biomateriais e os 





Os biossensores amperométricos são a classe mais generalizada e de alguma importância 
pois foram o primeiro tipo de biossensor a ser desenvolvido e comercializado e ainda hoje são os 
biossensores amperométricos de glucose os mais vendidos. O primeiro biossensor 
amperométrico de glucose foi desenvolvido por Clark e Lyons em 1962, consistindo na 
imobilização da GOx numa membrana de diálise e na  monitorização do oxigénio consumido 
pela reacção enzimática [8,9]. Os biossensores amperométricos podem ser divididos em três 
principais classes (figura 1.2): 
  1.ª Geração - biossensores com base na medição da concentração de substratos naturais e 
produtos da reacção enzimática (sem mediador);  
  2.ª Geração -biossensores utilizando mediadores redox como transportadores de electrões 
dos centros activos do enzima para o eléctrodo (com mediador, Med);  
 3.ª Geração - biossensores utilizando a transferência electrónica directa entre a enzima e o 








Figura 1.2 – Representação dos processos de transferência electrónica das três gerações de 
biossensores amperométricos [10].  
 
Na construção de biossensores destaca-se, como um dos passos mais importantes, a 
imobilização da biomolécula sobre o substrato, de modo a que sua actividade biológica seja 
preservada. A imobilização da biomolécula na superfície no biossensor depende de vários 
parâmetros, tais como, a natureza da molécula biológica e/ou das características da interface do 
transdutor, logo quando é utilizado um enzima redox e o sinal emitido é devido à transferência 
de electrões, têm de estar asseguradas as condições devidas para que se dê uma transferência 
eficaz entre o enzima e o transdutor [11]. Em determinadas situações é necessário recorrer-se ao 

















componente biológica e a superfície transdutora [11,12]. As características de um mediador ideal 
são: reagir rapidamente com a enzima reduzida; apresentar uma cinética heterogénea reversível; 
o sobrepotencial para a regeneração do mediador oxidado deve ser baixo e independente do pH; 
possuir formas oxidada e reduzida estáveis, e a forma reduzida não deve reagir com o oxigénio. 
O ferroceno e seus derivados são exemplos de mediadores muito comuns, nomeadamente o ácido 
ferrocenomonocarboxílico utilizado neste trabalho.  
Segundo o modelo proposto por Michaelis e Menten [11, 13] para a cinética enzimática, a  
velocidade inicial ou a velocidade de catálise de uma enzima (E) varia hiperbolicamente com a 
concentração de substrato (S), segundo a equação 1.  
                                                                                                               (1) 
A velocidade inicial aumenta com os aumentos sucessivos da concentração de substrato até 
se atingir um determinado ponto, que corresponde à velocidade máxima (Vmáx). Para baixas 
concentrações de substrato, a velocidade inicial é proporcional à concentração do substrato, 
denominada cinética de primeira ordem, enquanto para concentrações elevadas de substrato a 
velocidade inicial é independente da concentração do substrato, denominando-se saturação ou 
cinética de ordem zero. A velocidade correspondente ao patamar de saturação do enzima é Vmáx 
e a concentração para a qual a velocidade da reacção enzimática é metade de Vmáx, designa-se de 
KM (figura 1.3) [11, 13, 14]. A determinação destes parâmetros cinéticos é muito relevante na 
























Figura 1.3 – Curva de saturação de um enzima segundo a cinetica enzimática de Michaelis-
Menten  
A imobilização de biomoléculas em superfícies de eléctrodo surgiu para resolver 
problemas como a manutenção da estabilidade da enzima, e o tempo de vida de um biossensor. A 
selecção do método utilizado para ligar o componente biológico (enzima) ao transdutor é 
determinante, uma vez que a estabilidade e a sensibilidade em grande parte dependem da 
configuração da camada enzimática [5].  
1.1.1 Biossensores amperométricos de glucose  
Um dos enzimas estudado neste trabalho foi a glucose oxidase (GOx), devido ao facto das 
suas propriedades electrocatalíticas serem amplamente investigadas [15-17].   
A glucose oxidase (GOx) é uma flavoproteina (β-D-glucose: oxigénio um oxidorredutase) 
que catalisa a oxidação de β-D-glucose em ácido glucónico, utilizando oxigénio molecular como 
aceitador de electrões com a produção simultânea de peróxido de hidrogénio (H2O2). A 
actividade enzimática é dependente do estado de ionização dos aminoácidos no centro activo e o 
pH desempenha um papel importante na manutenção da conformação de uma enzima. O pH 
óptimo de GOx varia entre 5,0-7,0. Os enzimas são conhecidas por serem sensíveis a mudanças 
de temperatura. A relação entre a velocidade de reacção de um enzima e temperatura é 
exponencial. Para cada aumento de 10° C na temperatura, a velocidade de uma reacção 
enzimática duplica. Na gama de temperatura entre os 40 e os 70 ° C a maioria dos enzimas 
começa a desnaturar e perde a sua actividade [11]. 
Para avaliar a actividade catalítica entre um enzima imobilizado e o seu substrato, recorre-
se às técnicas electroquímicas de voltametria cíclica ou cronoamperometria, muitas vezes na 
presença e de um mediador como no exemplo apresentado na figura 1.4 [15]. Há um aumento 
claro da corrente de oxidação do mediador (ácido ferrocenomonocarboxílico) proporcional ao 
aumento de substrato (glucose) no electrólito que é oxidado pela enzima. A enzima reduzida 
reage com o mediador oxidado, reduzindo-o; por sua vez este é oxidado na superfície do 
eléctrodo, que é mantido a um potencial adequado, promovendo assim a transferência de 
electrões [12]. A cronoamperometria foi também a técnica utilizada neste trabalho para verificar 












Figura 1.4 – Estudos de cronoamperometria da actividade catalítica do GOx imobilizada 
em nanopartículas NdPO4/ matriz de compósito de CHIT: a) 10, b) 33 and c) 100 µl, 150 mM 
glucose em 10 ml PBS (0.05 M, pH 6.8). 
 
1.2 Imobilização de biomoléculas na superfície transdutora 
As moléculas biológicas podem ser imobilizadas em matrizes poliméricas e suportes 
inorgânicos (e.g sol-gel [18]) através de uma variedade de métodos que incluem adsorção física, 
electrostática, encapsulamento, reconhecimento de ligação específica (ex. anticorpo-antigene, 
avidina-biotina), acoplamento covalentes em superfícies de carbono modificados 
electroquimicamente [19] e monocamadas auto-montadas (SAMs) em ouro [20, 21]. No caso dos 
enzimas, a imobilização por SAMs poderá ser vantajosa, uma vez que poderá ocorrer 
transferência directa de electrões, para a qual a orientação, distribuição, e proximidade da 
biomolécula da superfície do eléctrodo são parâmetros de grande importância [22].  
O conceito geral de monocamadas auto-montadas (SAMs) envolve a formação de uma 
ligação covalente de moléculas numa superfície plana, seguida por um rearranjo periódico 
gerado por forças intermoleculares [23-26]. Em superfícies de ouro, as moléculas mais usadas 
são os alcanotióis, dialquildissulfuretos e dialquilsulfuretos. Desde os primeiros estudos sobre a 
ligação de tióis em platina [27], a adsorção e formação de SAM de dissulfureto de alquilo [28], 
derivados de tiofeno, [29, 30] e alcanotióis [31] em superfícies planas de ouro, uma variedade 





ouro [23-25, 32]. A auto-montagem de monocamadas de tióis em ouro é promovida pela forte 
interacção química entre o substrato e o enxofre situado numa extremidade da cadeia aquilo [23, 







Figura 1.5 – Exemplificação da distribuição e organização de monocamadas de n-
dodecanetiolato (C12-SAM) em Au (111) [35]. 
A simplicidade deste método que consiste apenas na imersão de um substrato numa 
solução diluída do adsorvato à temperatura ambiente, oculta a complexidade das interacções 
intermoleculares e interfaciais de modo a obter-se uma monocamada compacta e organizada na 
superfície, sendo a limpeza e natureza do substrato determinante assim como o comprimento e 
constituição dos grupos de cauda. As fortes interacções de Van der Waals existentes entre os 
grupos apolares de moléculas adjacentes garantem um empacotamento e estabilidade das 
monocamadas possibilitando uma vasta aplicabilidade das mesmas, incluindo sensores 
biológicos e químicos [9, 36, 37], o controle das propriedades de superfície tais como, 
hidrofobicidade/hidrofilicidade [38], dispositivos electrónicos - nanopatterning [39], tratamento 
de superfícies, lubrificação e anti-corrosão [40]. Várias técnicas, como a difracção de raios-X ou 
de átomos de He e espectroscopia fotoelectrónica de raios-X têm permitido chegar à conclusão 
que o enxofre (S) liga-se à superfície do ouro formando, possivelmente, um tiolato RS-Au(111) 
[41], e com uma estrutura hexagonal (√3x√3)R30º [42]. A adsorção ocorre nos locais em que o 
átomo de S (sp3) coordena com três átomos de Au da superfície Au (111), com um espaçamento 
de 4.99 Å entre átomos vizinhos e os vectores da célula unitária são, respectivamente, √3 












Figura 1.6 – Imagens representativas do processo de adsorção, distribuição e organização 
dos átomos de enxofre na superfície Au (111) [35]. 
A robustez e versatilidade de grupos terminais que os eléctrodos modificados com SAMs 
podem apresentar, permitem a posterior imobilização de biomoléculas (anticorpos, enzimas, 
ácidos nucleicos) ou sistemas biológicos (receptores, células inteiras). A simples metodologia 
para a formação de SAMs e a compatibilidade com substratos metálicos (Au, Ag, etc), conferem 
características especiais para a sua aplicação em biossensores electroquímicos, onde a 
estabilidade química da monocamada, mesmo após a sua ligação com as moléculas biológicas 
permite a caracterização electroquímica e óptica dos biossensores preparados. No caso de SAMs 
de alcanotiol adsorvida em Au, a qualidade da monocamada pode ser comprometida por 
mudança do surfactante utilizado na adsorção, [44] desadsorção oxidativa e térmica, [45] e 
exposição à luz ultravioleta [46]. 
As principais metodologias utilizadas na imobilização de compostos biológicos [47] são a 
modificação química do (bio)composto através da introdução de grupos tióis ou dissulfuretos 
terminais [48], ou a formação de SAMs contendo grupos específicos, com posterior ligação não-
covalente (por exemplo electrostática) [47] ou covalente [49] a biomoléculas. Quando o 
alcanotiol possui uma funcionalidade, por exemplo grupos ácidos carboxílicos ou aminas, o 
acoplamento péptido da biomolécula à SAM pode ocorrer. No entanto, a eficácia da reacção 
química envolve a activação de uma amina ou moléculas de ácidos carboxílicos na SAMs através 
da utilização de agentes de acoplamento [50-52], tal como o glutaraldeído e os 1-etil–3-(3-
dimetilaminopropilo)-carbodiimida / Sulfo-N-hidroxi-succinimida (EDC / S-NHS), 





adsorção da SAM, activação dos grupos terminais para o acoplamento peptídico e posterior 
ligação química à biomolécula. 
Os ditiocarbamatos (DTC) têm sido utilizados como ligantes quelantes na química de 
coordenação [48]. A maior diferença que distingue as SAMs de ditiocarbamato e as SAMs de 
tiolato é a sua estrutura de ressonância entre os grupos NC-S2, que inclui as duas ligações 
carbono-enxofre, bem como a ligação de carbono-azoto, devido aos pares de electrões livres no 
enxofre e no azoto [47, 53]. Vários estudos sobre a funcionalização da superfície de Au 
pronunciam-se sobre monocamadas de ditiocarbamatos, que contêm o CS2, como uma possível 
alternativa à utilização de tióis [47, 53]. O trabalho de Wei e colaboradores [52, 54] mostraram 
que ditiocarbamatos formados a partir de n-alcanos, alcanos aromáticos e um anel substituído 
podem adsorver em superfícies de ouro através de reacção com o CS2. Os DTC são compostos 
instáveis na sua forma ácida e muitas vezes são preparados como sais metálicos pela 
condensação de dialquilaminas com CS2 em condições básicas fortes [52]. Nos 
dialquiloditiocarbamatos as distâncias interatómicas entre os dois átomos de enxofre, são valores 
quase ideais para colocar cada um dos dois átomos de enxofre nos átomos de ouro adjacentes, o 
que prevê a ligação de dois pontos com a ressonância gerada entre os dois átomos de enxofre 
[47, 52, 54]. Foram reportados estudos sobre a formação in situ de monocamadas de DTC 
estáveis resultantes da condensação de aminas nucleofílicas com CS2, utilizando condições 
ligeiramente básicas e solventes polares [54]. A adsorção de DTC segue uma cinética de 
primeira ordem e origina diferentes coberturas de superfície quando comparáveis à dos 
alcanotióis, sendo as diferenças mais significativas em relação ao tempo de adsorção e à 
concentração do adsorvato [54]. Os estudos mais recentes [55] envolveram a formação de SAMs 
de ferroceno diaquiloditiocarbamato (FcDTC), como resultado da reacção entre CS2 e 
dialquilaminas alifáticas com ferroceno, em superfícies de ouro, que exibem um comportamento 
electroquímico com picos redox quasi-reversíveis, com ΔEp ≈ 0 V e elevado recobrimento 
superficial, confirmando a eficácia desta metodologia na modificação de superfícies. 
 
1.2.1 Nanopartículas de ouro e superfícies nanoestruturadas 
Existem diversos estudos que têm abordado os recentes avanços na síntese e propriedades 
de nanopartículas [56] e os progressos na integração de sistemas de nanopartículas em 





sistemas electrónicos ou ópticos dos fenómenos biológicos no desenvolvimento de biossensores 
[58], uma vez que está reportado que as biomoléculas imobilizadas em AuNPs mantêm a sua 
actividade biológica, permitindo transferência electrónica directa entre proteínas redox e 
superfícies condutoras. 
As nanopartículas (NPs), podem ser constituídas por vários tipos de metais (por exemplo, 
Au, Ag, Pt e Cu) ou semicondutores (por exemplo, PbS, Ag2S, CdS, CdSe e TiO2). As 
propriedades únicas dessas partículas, devem-se à suaa dimensão, forma e composição e são 
nomeadamente ao nível electrónico, óptico, fotofísico  e magnético [59, 60, 61]. 
As NPs podem ser estabilizadas por ligantes aniónicos, tais como derivados dos ácidos 
carboxílicos (citrato e ácido lipóico), e por adsorção de proteínas de carga positiva proveniente 
de interacções electrostáticas [62]. Os grupos ligantes bifuncionais de baixo peso molecular, que 
possuem grupos âncora, tais como tióis, dissulfuretos ou ligantes fosfina, para a adsorção em 
superfícies de NPs de Au, Ag, CdS, CdSe e grupos funcionais para a sua ligação covalente às 
biomoléculas alvo, foram largamente utilizados na produção de compostos covalentes de 
biomoléculas com NPs [63]. Os alcanotióis têm sido utilizados como ligantes para a 
estabilização das nanopartículas por causa de sua forte afinidade em superfícies metálicas através 
das ligações metal – tiolato [64]. A utilização de ditióis é um dos métodos mais estudados para 
imobilizar Au-NPs em électrodos de ouro [57]. Têm sido seguidas várias metodologias distintas, 
tais como, modificação das Au-NPs com ditióis, em solução, com posterior imobilização em 
eléctrodos de ouro [65], ligação das Au-NPs às SAMs de ditióis formadas na superfície de ouro 
(ligação forte entre o Au-S) [66] e também a possível formação de multicamadas através da 
introdução de camadas sucessivos ditiol/AuNPs [57, 67] ou através de interacções electrostáticas 
entre polielectrólitos e AuNPs. 
Os materiais nanoestruturados exibem propriedades interessantes e muito particulares, 
como por exemplo, uma elevada área superficial, elevada energia superficial e a capacidade de 
diminuir a distância entre a proteína e o metal, que possibilita uma adsorção forte entre o Au-
enxofre, o aumento da quantidade de moléculas adsorvidas, processos de transferência 
electrónica mais rápidos e uma elevada eficiência catalítica [60, 68], o que faz com que este tipo 
de materiais apresente potencial para desempenhar um papel catalisador na construção de um 





mantenham uma actividade semelhante à de enzimas livres em solução, melhorando também a 
interacção com o substrato e evitando a agregação das proteínas livres [69]. 
Neste trabalho, de forma a aumentar o sinal electroquímico obtido pelas reacções entre o 
CS2 e os grupos de aminas presentes em determinados compostos e em enzimas, em superfícies 
de ouro planas, foram introduzidas nanopartículas de ouro durante a reacção, sendo testadas 
diferentes metodologias para a de imobilização das Au-NPs nas superfícies de ouro. 
1.3 Objectivo do trabalho  
A grande finalidade deste trabalho consiste na (bio)funcionalização de superfícies através 
da reacção entre o CS2 e grupos aminas presentes na estrutura proteica dos enzimas, como 
exemplificado no esquema 1.1, e portanto o objectivo principal deste trabalho é encontrar 
condições óptimas para promover a reacção de dissulfureto de carbono (CS2) com compostos 
electroactivos contendo aminas (primária, secundária e aminoácido), para a formação in situ de 
ditiocarbamatos (Capítulo 3), sendo esta a base para o estudo da reacção de auto-montagem do 
CS2 com grupos aminas presentes na estrutura proteica de enzimas (Capítulo 4), em superfícies 








Esquema 1.1 - Metodologia usada para a formação de diferentes compostos contendo 















Os compostos que contêm grupos amina utilizados na primeira fase do trabalho serão a 
dopamina (amina primária), a epinefrina e a hexilmetilamina (aminas secundárias), e ainda um 
aminoácido, o triptofano (amina secundária e primária). A dopamina (DA) pertence à classe de 
catecolaminas, e tem um papel importante na função do sistema nervoso central, renais, 
hormonais e cardiovasculares [70-74]. A epinefrina (EPIN) é um neurotransmissor catecolamina 
importante no sistema nervoso central dos mamíferos [75, 76]. O triptofano (TRP) é um 
aminoácido constituinte das proteínas, essencial para os seres humanos e indispensável na sua 
nutrição, uma vez que produz uma substância neurotransmissora, a serotonina [77]. Os enzimas 
modelo utilizados nos estudos de (bio)funcionalização serão a glucose oxidase [15-17] e a 
Laccase  [78, 79] por serem amplamente estudados e disponíveis comercialmente.  
Este trabalho visa ainda estudar a possibilidade de (bio)funcionalização de nanopartículas 
de ouro e sua posterior imobilização na superfície (Capítulo 5), utilizando a reacção espontânea 
de condensação de aminas com CS2, de modo a aumentar substancialmente a área disponível 
para o funcionamento do biossensor.  
A caracterização dos eléctrodos de ouro modificados será realizada por recursos a diversas 
técnicas nomeadamente electroquímicas (voltametria cíclica e cronoamperometria), 
espectrofotométricas (UV-Vis) e microscópicas de elevada resolução como a Microscopia de 







































2. Parte experimental 
2.1 Reagentes e Soluções 
Os reagentes utilizados neste trabalho para a preparação de soluções e/ou preparação dos 
substratos encontram-se na tabela 2.1. 
Tabela 2.1- Lista de reagentes usados na preparação e caracterização dos sistemas em estudo 
Reagentes 





Dietilditiocarbamato de sódio (DEDTC) 
Hidróxido de Sódio (NaOH) 
Ácido sulfúrico (H2SO4) 
Peróxido de hidrogénio (H2O2) 
Etanol absoluto (C2H5OH) 
Metanol (CH3OH) 
Ácido clorídrico (HCl) 
Fosfato de sódio (Na2PO4) 
Hidrogenofosfato de potássio (KH2PO4) 
Cloreto de sódio (NaCl) 
Cloreto de potássio (KCl)  
Hidrogenofosfato de sódio monobásico (NaH2PO4) 
Hidrogenofosfato de sódio dibásico (Na2HPO4) 
D(+)Glucose 
Ácido ferrocenomonocarboxílico (FMCA) 
Ácido Cítrico (C8H8O7 · H2O) 
Fabricante Grau de Pureza 
Acros Organics ≥ 99 % 
Sigma–Aldrich 99 % 
Sigma–Aldrich ≥ 95 % 
Sigma–Aldrich ≥ 99 % 
Fluka ≥ 97 % 
Riedel-de Häen 99 % 
Fluka 
Panreac 
99 % p.a 
98 % p.a 













99 % p.a 
99 % p.a 
37 % p.a 
98 % p.a 
98 % p.a 
99 % p.a 
99 % p.a 
98 % p.a 
98 % p.a 







Os enzimas utilizados neste trabalho foram a Glucose Oxidase Aspergillus niger (GOx, Tipo X-
S, 100-250 unidades/mg, Sigma–Aldrich) e a Laccase Trametes versicolor (powder, slightly 
beige, >20 units/mg, Sigma-Aldrich) sem qualquer tipo de purificação. 
As soluções tampão foram preparadas segundo o seguinte protocolo:  
 Solução tampão fosfato salino (PBS) - 8.0 mM Na2PO4; 1.14 mM KH2PO4; 138 mM 
NaCl and 2.7 mM KCl. O pH da solução foi ajustado a 6.8 através da adição de solução 
0.1 M ácido clorídrico (HCl); 
 Solução tampão-fostato (PB) – 0.2 M NaH2PO4 (19.5 ml); 0.2 M Na2HPO4 (30.5 ml) para 
um balão volumétrico de 100ml, pH 7; 
 Solução tampão citrato-fosfato – 0.1 M Ácido Cítrico (26.7 ml); 0.2 M Na2HPO4 (23.3 
ml) para um balão volumétrico de 100 ml, pH 4.6; 
As soluções aquosas foram preparadas com água milipore Mili-Q A10 (18.2 mΩ cm a 25º 
C) em material previamente lavado numa solução cromo-sulfúrica. As soluções utilizadas nas 
experiências electroquímicas foram desarejadas com azoto BIP (Gasin, ≥ 99,99999%).  
 
2.2 Células e Eléctrodos  
A célula electroquímica utilizada no decorrer de todo o trabalho foi uma célula de teflon de 
um compartimento, ilustrada na figura 2.1. Foi usado um eléctrodo saturado de calomelanos 
(SCE) como eléctrodo de referência e um fio de platina em espiral como contra-eléctrodo. Os 
eléctrodos de trabalho foram placas de ouro com dimensões de 1.1 x 1.1 cm2 da marca 
ArrandeeTM, constituídos por uma camada de ouro de 200 nm evaporado em vidro borosilicato 
com uma camada intermédia de crómio (2 - 4 nm) para possibilitar a aderência do ouro ao vidro. 
A placa de ouro foi fixa à parte inferior da célula por uma tampa com parafusos e por um O-ring, 
que define a área do eléctrodo de trabalho a 0.57 cm2, exemplificado na figura 2.1. Os restantes 
















Figura 2.1 – Esquema ilustrativo da montagem da célula electroquímica 
 
2.2.1 Preparação dos Substratos de Ouro 
Uma vez que as superfícies metálicas têm a tendência a adsorver espontaneamente 
materiais orgânicos, a sua limpeza é extremamente importante, para que o processo de auto-
montagem que se pretende estudar não seja afectado por algum tipo de contaminação que possa 
existir no eléctrodo.  
A placa de ouro é colocada, inicialmente, numa solução piranha (solução que contém H2O2 
e H2SO4 na proporção de 1:3) durante alguns minutos e de seguida lavada com água milipore em 
abundância e etanol, e seca em fluxo constante de N2. Seguidamente realiza-se um aquecimento 
à chama (flame-annealing), com um maçarico de gás butano, à placa de ouro durante alguns 
segundos até à incandescência, afastando logo de seguida a chama, repetindo este processo 
aproximadamente quatro vezes. Todo este processo deverá ser realizado com a maior rapidez 
possível. Após este procedimento o substrato de ouro adquire uma superfície plana, com 
orientação preferencial (111), necessárias para uma adsorção uniforme da monocamada, e 
garantindo a obtenção de picos de desadsorção redutiva bem definidos. O factor de rugosidade 
dos substratos é de 1.2 que foi estimado através do método de adsorção química de iodo e está de 
acordo com os valores reportados para eléctrodos de ouro similares [22, 80, 81]. 
Para confirmar o estado da superfície do ouro, recorreu-se à Microscopia de Efeito Túnel 
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característicos da orientação preferencial (111) [82] (figura 2.2), e à caracterização 
electroquímica por voltametria cíclica em meio ácido (figura 2.3), para verificar se os processos 
de oxidação e redução do ouro assim tratado, estão em concordância com o comportamento 







Figura 2.2 – Imagem de STM da superfície do ouro após o processo de flame-annelaing, 








Figura 2.3 - Voltamograma cíclico do eléctrodo de Au (111) em 0.1 M de H2SO4 a 
50mV/s. 
2.3 Modificação dos eléctrodos de ouro 
2.3.1 Reactividade entre o CS2 e os compostos electroactivos contendo aminas 
O procedimento utilizado para a modificação do ouro via formação espontânea de 
ditiocarbamatos consiste na imersão do eléctrodo de ouro com a superfície devidamente limpa e 
com orientação cristalográfica (111) numa solução diluída de dissulfureto de carbono (CS2) e de 
0.24 nm






uma amina (Dopamina, Epinefrina, hexilmetilamina e triptofano) a uma temperatura ambiente de 
≈ 22ºC, em condições variáveis de tempo e solvente, por três metodologias diferentes: 
 Método 1 – Imobilização do CS2 (0.1 M) e da amina (0.1 M) na superfície do ouro 
num só passo, com tempo de adsorção de 16 h, em etanol; 
 Método 2 – Adsorção espontânea do CS2 (0.1 M) em ouro durante 16 h em etanol. 
Após a modificação do eléctrodo com CS2 coloca-se este em contacto com uma 
solução contendo a amina (0.1 M) durante 4 h em etanol; metodologia realizada em 
dois passos; 
  Método 3 – Reacção do CS2 (50 mM) com a amina (100 mM) e subsequente 
contacto com a superfície do ouro para adsorção do ditiocarbamato formado, 
durante 16 h e em etanol. Para promover mais eficazmente a reacção entre os dois 
compostos recorreu-se ao uso de ultra-sons, durante aproximadamente 5 minutos. 
Após o processo de modificação, o eléctrodo é lavado com etanol e água milipore para 
remover moléculas da reacção entre o CS2 e a amina que ficaram apenas adsorvidos fisicamente 
na superfície, secando-se de seguido num fluxo de N2 constante.  
Todos os estudos electroquímicos de desadsorção redutiva foram realizados em NaOH (0.1 
M) enquanto os estudos redox foram efectuados em H2SO4 (0.1 M). Os voltamogramas cíclicos 
apresentados neste trabalho são representativos de cada sistema estudado e pelo menos três 
ensaios independentes foram efectuados para cada sistema. 
 
2.3.2 Reactividade entre CS2 e Enzimas: estudo da actividade catalítica do enzima 
imobilizada 
Glucose Oxidase 
A modificação do ouro com glucose oxidase foi efectuada através do método 1 - 
imobilização do CS2 (0.1 M) e do enzima (0.1 mg/ ml) na superfície do ouro em um passo, com 
tempo de adsorção de 16 h, em água, a uma temperatura de 4ºC e os eléctrodos caracterizados 
por cronoamperometria e voltametria cíclica em PBS (pH 6.8), na presença de glucose e do ácido 
ferrocenomonocarboxílico (FMCA) (0.5, 0.1 e 0.01 mM). Para os ensaios cronoamperométricos, 
a solução de glucose necessita de ser preparada com algum tempo de antecedência para que 





O comportamento electroquímico da glucose oxidase foi primeiramente estudado em 
solução, em presença do mediador FMCA e do substrato, a glucose a várias concentrações (0.25, 
0.50, 1, 3, 5, 8, 10 mM), por voltametria cíclica e cronoamperometria. Após cada adição de 
glucose e entre cada medição a solução era agitada através de arejamento com ar. 
 
Laccase 
Considerando a metodologia descrita como método 1, utilizou-se a Laccase para testar a 
aplicabilidade do método noutros enzimas.  
 Método 1 – Imobilização do CS2 (0.1 M) e da Laccase (0.1 mg/ml) na superfície do 
ouro em um passo, com tempo de adsorção de 16 h, em água; 
 Os eléctrodos modificados foram caracterizados por voltametria cíclica em tampão citrato-
fosfato (pH 4.6), a várias concentrações de ABTS. O comportamento electroquímico do ABTS, 
após adições de Laccase, foi primeiramente estudado em solução, por voltametria cíclica.  
 
2.3.3 Modificação de substratos com nanopartículas de ouro 
As nanopartículas de ouro foram sintetizadas pela estudante de doutoramento Virgínia 
Ferreira, por redução química, em solução, de um sal de Au (III) por um agente redutor o citrato 
de sódio. Neste trabalho as Au-NPs utilizadas têm aproximadamente 24 3 nm. As suspensões 
coloidais de Au-NPs antes e após modificação com CS2 (0.1M), (0.1 M) CS2 + (0.1 M) 
Epinefrina e (0.1 M) CS2 + (0.1 mg/ml) GOx , foram caracterizadas por espectroscopia de UV-
Visível e AFM. 
Inicialmente preparou-se e estudou-se electroquimicamente SAMs de um composto, um 
derivado do ácido lipoíco contendo na sua extremidade o grupo imizadole (C3H4N2) [84], 
sintetizado pelo Grupo do Professor Franz-Peter Montforts, Universidade de Bremen, formadas 
durante 16 horas e numa concentração de 1 mM, para posterior reacção (16 h em etanol) com as 
Au-NPs previamente modificadas com CS2 (0.1 M durante 24h, em etanol). 
Para avaliar a formação de grupos ditiocarbamatos com um composto electroactivo 
anteriormente estudado, a epinefrina, recorreu-se a duas metodologias: 
 Reacção entre um eléctrodo modificado com a SAM com um grupo imidazole com 
concentração de 1 mM (10 min.), com as Au-NPs (16 h), com 1mM CS2 (2:30h) e 





 Reacção entre o CS2 (1 mM), as Au-NPs e Epinefrina (0.1 M), durante 16 h, em 
etanol, num só passo. 
2.4 Técnicas de caracterização utilizadas 
2.4.1 Electroquímicas 
2.4.1.1 Voltametria cíclica 
A caracterização dos eléctrodos de ouro modificados foi feita através da técnica 
electroquímica de voltametria cíclica. A voltametria cíclica baseia-se na medição da corrente (i) 
resultante do varrimento de potencial de um eléctrodo de trabalho, que se encontra imerso numa 
solução com espécies electroactivas, num intervalo de potencial (ΔE), e a uma determinada 
velocidade de varrimento (ν). Após ter-se atingido um dos limites de potencial estabelecidos, o 
sentido de varrimento é invertido, até se atingir novamente um valor limite de potencial. Através 
de um voltamograma cíclico pode ser retirada informação sobre os potenciais de pico de 
oxidação (Epox) e/ou redução (Epred) das espécies electroactivas e a corrente de pico 
correspondente, ipox e ipred [85]; e é possível também deduzir se a espécie em estudo está 
adsorvida numa superfície ou em solução, uma vez que o comportamento voltamétrico é muito 
distinto. Esta diferença pode ser explicada tendo em conta que a componente da corrente devido 
à transferência de massa (i.e. difusão das espécies electroactivas) é desprezada quando estas 
espécies estão adsorvidas na superfície do eléctrodo. Quando a transferência electrónica da 
espécie adsorvida é reversível obtém-se um voltamograma cíclico com picos simétricos (I), 






Figura 2.4 - Voltamograma cíclico de um processo redox reversível de uma espécie 


















Através da análise do voltamograma cíclico da figura 2.4, é possível retirar informação 
sobre o processo de transferência electrónica e sobre a organização das espécies electroactivas 
imobilizadas [86], através dos valores das correntes de pico, do potencial de meia-onda, E1/2 
(média dos potenciais Epox e Epred), da separação entre picos redox, ΔEp, que deverá ser ≈ 0, para 
sistemas reversíveis, pois a difusão não tem influência no processo electroquímico [85, 87]; e 
também sobre o recobrimento da superfície (Г). Registando vários voltamogramas cíclicos a 
diferentes velocidades de varrimento é possível ainda verificar a proporcionalidade entre ipox/ 
ipred e a velocidade de varrimento (ν), esperada para a transferência electrónica de espécies 
imobilizadas. 
As densidades de corrente de pico, ip, dos processos redox para as espécies adsorvidas são 
dados pela equação (1),  
          
                 (1)                                    
                                                                                                                             
onde  é a recobrimento superficial (mol cm-2), A  área do eléctrodo, cm2, v é a velocidade de 
varrimento em Vs-1, n o numero de electrões envolvidos na reacção, F é a constante de Faraday 
(C mol-1),  R constante dos gases ideais (J  K-1  mol-1) e T temperatura do sistema (K). 
Pode-se realçar o facto que a dependência entre ip e ν é linear e simplificando a equação 
1, obtemos a equação 2. 
      (2)  
Desta expressão podemos então, obter a cobertura de superfície, que é calculada através da 
integração da área do pico (processos de oxidação ou redução) após ter sido definida uma linha 
de base ( ) na figura 2.4, de forma a limitar a integração à área correspondente ao processo 
faradaico que ocorre a uma dada velocidade de varrimento, ou seja, a carga eléctrica (Q), tendo 
em conta o número de electrões envolvidos na reacção redox. 
 
Por desadsorção redutiva de monocamadas de derivados de enxofre em ouro, além da 
quantidade do enxofre (S) adsorvido é também possível avaliar a estabilidade e organização 
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é observado no varrimento catódico (I, figura 2.5) enquanto no anódico aparece o pico de 
readsorção (II); quando se inicia o varrimento catódico seguinte (segundo ciclo), a desadsorção 
desta monocamada ocorre, normalmente, a um potencial menos negativo, o que traduz a menor 
organização das moléculas que se re-adsorveram, e uma maior permeabilidade aos iões da 
solução, logo é de esperar que monocamadas menos densas desadsorvam a valores de potencial 
mais positivos [42, 88, 89]. 
Seguindo o mesmo raciocínio anteriormente descrito e equação 2, podemos determinar o 
recobrimento superficial da monocamada adsorvida na superfície do ouro, integrando a área do 









Figura 2.5 - Voltamograma cíclico da desadsorção redutiva de espécies não electroactivas 
de uma monocamada imobilizadas na superfície do eléctrodo. 
 
2.4.1.2 Cronoamperometria 
A técnica electroquímica de cronoamperometria foi utilizada neste trabalho para estudar a 
actividade catalítica da glucose oxidase na presença do substrato glucose e do mediador 
(FMCA). 
A cronoamperometria determina a corrente que flui através do eléctrodo de trabalho como 
função do tempo resultante da aplicação de um potencial constante. Esse fluxo de corrente é 
correlacionado com o gradiente de concentração das espécies oxidadas ou reduzidas na 






superfície do eléctrodo de trabalho. Na cronoamperometria são aplicados dois potenciais, o 
primeiro potencial (E1) é aplicado numa região onde não ocorre reacção com as espécies 
electroactivas e tem como função carregar a dupla camada eléctrica na superfície do eléctrodo de 
trabalho enquanto o segundo potencial (E2) é por exemplo, o potencial onde ocorre a redução das 
espécies oxidadas presentes em solução (figura 2.6 A) [85, 90]. A figura 2.6 B apresenta o 
comportamento da corrente em função do tempo, na região de potencial aplicado. A corrente 
resultante da aplicação do pulso de potencial, onde não há reacção, até um valor de potencial 
limitado pelo transporte de massa, designa-se por corrente faradaica e para um eléctrodo planar é 
expressa pela equação de Cottrell (equação 4), 
i= nFACD1/21/2t-1/2            (4) 
onde i é a corrente medida, n é o número de electrões, F é a constante de Faraday, A é a área do 





Figura 2.6 - (A) Esquema exemplificativo da aplicação do pulso de potencial num ensaio 
cronoamperométrico; (B) Comportamento da corrente com o tempo ao aplicar o pulso de 
potencial [90]. 
Todas as experiências de voltametria cíclica e de cronomaperometria foram efectuadas na 
na célula esquematizada na figura 2.1, no interior de uma caixa de Faraday e usando um 
potencióstato PARSTAT 2263 da Perkin Elmer Instruments producido por AMETEK (Princeton 
Applied Research), ligado a um computador para aquisição de dados, através do programa Power 
Suite. 
 2.4.2 Microscópicas 
A Microscopia de Varrimento de Sonda (Scanning Probe Microscopy, SPM) traduz-se no 
processo de varrimento de uma sonda muito aguçada (ponta) sobre a superfície de uma amostra 













cada ponto da imagem, sinal este originado pela interacção estabelecida entre a ponta e a 
amostra. Na grande maioria das situações o sinal medido é convertido em distância entre a ponta 
e amostra, obtendo-se informação topográfica a três dimensões da superfície analisada. Existem 








Figura 2.7 – Esquema representativo dos modos de operação em SPM (Adaptado [91]). 
 Sinal constante: a interacção que existe entre a ponta e a amostra permanece constante, 
através de um mecanismo de retroacção contínuo que reajusta o componente piezoeléctrico em z, 
em cada ponto da amostra, permitindo analisar com segurança áreas grandes (por ex. 100 x 100 
µm2) e amostras rugosas. A voltagem que se aplica ao componente piezoeléctrico no reajuste é 
convertida em topografia; 
  Altura constante: a interacção e a separação entre a ponta e a amostra varia conforme a 
topografia da superfície pois a posição da ponta é constante durante o varrimento e o sinal 
medido reproduz directamente o relevo da superfície da amostra. Através deste modo é possível 
analisar áreas mais pequenas (ordem dos nanómetros) de amostras muito lisas, a uma velocidade 
de varimento elevada, com elevada resolução atómica ou molecular [92]. 
As técnicas de SPM dividem-se em dois grandes grupos, Microscopia de Efeito de Túnel 
(Scanning Tunneling Microscopy, STM) e de Força Atómica (Atomic Force Microscopy, AFM). 
É possível observar por STM e AFM amostras tanto ao ar como em solução, permitindo a análise 
das amostras biológicas num meio ambiente muito mais real, mantendo a hidratação das 
moléculas [93]. 
   





O microscópio de efeito túnel foi o pioneiro dos SPM's; a sonda é constituída por uma 
ponta de um material condutor de electricidade, colocado a uma distância da ordem dos 10 Å de 
uma superfície metálica ou semicondutora. À ponta metálica é aplicado um potencial de alguns 
milivolts e as nuvens electrónicas das duas superfícies sobrepõem-se tornando possível o fluxo 
de electrões do metal com o nível de fermi mais elevado para o nível desocupado acima do nível 
de fermi do outro metal. A corrente eléctrica que passa entre a ponta e a amostra por efeito túnel 
é exponencialmente dependente da distância. Em condições de operação normais, a corrente de 
túnel pode diminuir cerca de 10 vezes quando a distância entre as duas superfícies aumenta 0.1 
nm. É a sensibilidade da corrente de túnel à variação da distância, associada ao uso de materiais 
piezo-eléctricos para posicionamento da ponta de prova, que confere a este tipo de microscópio 
elevada capacidade resolução [93] Mantendo a distância de separação constante ao longo do 
varrimento através do mecanismo de retroacção, obtemos a elevação z da superfície em cada 
ponto (x,y) do percurso (figura 2.8).  
O facto do uso de STM ser condicionado pela natureza condutora das amostras levou ao 
desenvolvimento do AFM que tem por base as forças de interacção entre uma ponta e a amostra, 






Figura 2.8 – Imagem exemplificativa do percurso da ponta [95]. 
2.4.2.2 Microscopia de Força Atómica – AFM 
A técnica de AFM tem como base a interacção da superfície com uma ponta aguçada 
montada num cantilever, que funciona como uma mola e é susceptível a pequenas variações de 
forças. A deflexão do cantilever é proporcional à variação de força e depende da sua constante 
de mola (Lei de Hooke: F = κ Δl, onde κ é a constante elástica da mola, Δl deformação da mola 
e F a força aplicada). Um feixe laser incide no cantilever e a sua reflexão é direccionada para 










sejam analisados com base nas diferentes intensidades recebidas pelo fotodíodo (figura 2.9) [92]. 
O AFM pode analisar superfícies suficientemente rígidas em diferentes condições, ao ar ou 
quando a amostra está imersa num líquido e a diferentes temperaturas, obtendo-se uma resolução 
nanométrica lateral e uma resolução vertical à escala de angstroms. O campo de imagem pode 
variar desde a escala atómica e molecular até dimensões superiores a 100 µm e podem ser 
analisadas superfícies com diferentes índices de rugosidade, uma vez que a gama de análise 
vertical pode ir até cerca 8-10 µm [96]. As amostras não tem que necessariamente conduzir a 
corrente eléctrica e estas podem ser utilizadas posteriormente noutras técnicas visto que a 







Figura 2.9 - Esquematização do funcionamento de um microscópio de força atómica. 
Em AFM é comum considerar três modos distintos de funcionamento: modo de contacto, 
modo intermitente (“tapping”) e modo de não-contacto, consoante a distância entre a ponta a 
amostra e o tipo de forças envolvidas, optando por cada um destes conforme o tipo de amostra 



































Figura 2.10 - Gráfico que representa as forças entre a amostra e a ponta e onde se evidencia 
a que “regiões” desse gráfico correspondente aos vários modos operativos (Adaptado [92]). 
 
O modo de contacto é o mais simples pois consiste no contacto permanente entre a ponta 
e a amostra permitindo medir forças interatómicas repulsivas, mantendo-se a deflexão do 
cantilever constante durante o varrimento por um mecanismo de retroacção contínuo. O 
contraste de imagem depende da força aplicada, a qual depende da constante de força do 
cantilever, o que possibilita a obtenção de imagens de elevada resolução em superfícies lisas e 
suficientemente duras.  
No entanto, quando se pretende analisar materiais mais maleáveis e facilmente 
deformáveis pela ponta, como é o caso de materiais biológicos, polímeros, amostras muito 
rugosas, utiliza-se o modo intermitente (tapping). No modo intermitente, o cantilever oscila à 
sua frequência de ressonância e durante a sua oscilação, o cantilever aproxima-se da amostra 
ocorrendo o contacto, que leva a um atenuo da amplitude de oscilação do cantilever, provocado 
pelas forças repulsivas que estão presentes no modo de contacto. A amplitude de oscilação do 
cantilever é mantida constante usando um ciclo de retroacção de forma a elevar ou baixar a 
amostra (ou ponta). Este modo mostra a possibilidade de fornecer informação adicional à 





de materiais com propriedades distintas, tais como dureza e viscoelasticidade [98]. Os ensaios 
realizados neste trabalho foram concretizados neste modo de operação. 
A operação em modo de não-contacto compreende igualmente a oscilação da ponta, 
normalmente a baixa amplitude e a uma certa distância (dezenas de nanómetros) da amostra, 
idealmente sem haver contacto. Durante as oscilações a ponta é sensível a forças de longo 
alcance, tais como interacções de Van der Waals, magnéticas, eléctricas e o efeito destas forças 
sobre a frequência de oscilação, fase e alteração de amplitude dá-nos informação sobre a 
topografia da superfície. Considera-se que o modo de contacto intermitente tem características 
intermediárias entre o modo de contacto e o de não-contacto. 
É também usual denominar as várias técnicas de AFM consoante o tipo de forças 
estabelecido entre a ponta e a amostra, como por exemplo MFM (Mangetic Force Microscopy), 
EFM (Electric Force Microscopy), FFM (Friction Force Micoscopy) [92]. 
 
A caracterização morfológica dos eléctrodos preeparados neste trabalho foi realizada, em 
condições ambientais, num microscópio de Força Atómica (figura 2.11), Multimode AFM 
acoplado a um controlador Nanoscope IIIa (Digital Instruments, Veeco). As imagens foram 
obtidas ex-situ em modo de contacto intermitente (Tapping) em AFM e STM, com pontas de 
silício (Si) (frequência de oscilação ~300 KHz) e pontas de platina/irídio (Pt/Ir), 
respectivamente. As imagens de AFM foram obtidas a uma velocidade de ~ 1.5 a 1.8 Hz e as de 






Figura 2.11 – Imagem do microscópio de Força Atómica, Multimode AFM acoplado a 
um controlador Nanoscope IIIa (Digital Instruments, Veeco). 





Quando um feixe de luz monocromática (com um dado comprimento de onda) passa 
através de uma solução, a intensidade da luz absorvida segue a lei de Lambert-Beer, 
log (Io / It) = ε.c. l = A 
onde Io é a intensidade da luz incidente, It a intensidade da luz transmitida, It / Io a 
percentagem de luz transmitida ou transmitância (%T); l a espessura da solução atravessada pela 
radiação, c a molaridade da solução e ε a absorptividade molar ou coeficiente de extinção molar, 
que depende do comprimento de onda de absorção λ, e da natureza da substância, mas é 
independente de c e l e  A designando a absorvância ou densidade óptica  [99].  
Neste trabalho a espectroscopia de UV-Visível é utilizada para analisar a reacção entre o 
CS2 e a hexilmetilamina sendo possível verificar se ocorreu a formação do grupo ditiocarbamato, 
pois segundo a literatura [28 artigo] os dois picos característicos deste grupo localizam-se a ≈ 
260 e 280 nm. Esta técnica é também utilizada para analisar as suspensões coloidais de 
nanopartículas de ouro, antes e após modificação, e segundo a literatura [57, 68] a banda 
característica das nanopartículas localiza-se a, aproximadamente 520 nm. 
 Os ensaios espectrofotométricos foram realizados por um Espectrofotómetro Jasco V560. 
Para efectuar as análises da reacção entre o CS2 e as aminas utilizaram-se células de quartzo, 
num intervalo de comprimento de onda de 200 a 400 nm enquanto para os ensaios das 
suspensões coloidais das nanopartículas de ouro com e sem modificação, usaram-se em células 



















A maioria dos resultados apresentados e discutidos neste capítulo encontram-se publicados no 
seguinte artigo: “Inês Almeida, António C. Cascalheira, Ana S. Viana, One-step gold 














3. Reactividade entre CS2 e compostos electroactivos contendo 
aminas (primária, secundária) em superfícies de ouro (111) 
Para estudar a reactividade do dissulfureto de carbono com grupos amina, seleccionaram-
se vários compostos contendo uma amina primária (dopamina), secundária (epinefrina, 
hexilmetilamina) e um aminoácido (triptofano), com a consequente formação de ditiocarbamatos 
na superfície do ouro. Para tal foram testadas três metodologias distintas, como referido no 
procedimento experimental: 
 Método 1 - imobilização num só passo. O substrato de ouro é imerso numa solução 
equimolar de CS2 e aminas em etanol;  
Método 2 - imobilização do CS2 e das aminas em dois passos. Preparação de uma 
monocamada de CS2 em etanol e posterior reacção com os compostos contendo 
grupos aminas em concentração. 
Método 3 - imobilização do CS2 após ter reagido com as aminas. Reacção do CS2 com as 
aminas numa proporção de 1:2 com agitação vigorosa e posterior contacto com a 
superfície de ouro em meio orgânico. 
Uma vez que o método 2 implica a formação de uma SAM de CS2, apresentam-se de 
seguida os estudos realizados na preparação e caracterização desta monocamada em Au (111). 
 
3.1 Imobilização e caracterização electroquímica de monocamadas auto-
montadas de CS2 em ouro  
Este estudo permite avaliar a estabilidade e qualidade dos eléctrodos modificados em 
função da variação de diversos parâmetros experimentais, durante a sua preparação, tais como 
tempos de adsorção e solvente (aquoso vs orgânico). As SAMs de CS2 foram caracterizadas 
electroquimicamente através de desadsorção redutiva em NaOH. A figura 3.1 mostra os 
voltamogramas cíclicos obtidos para SAMs preparadas em etanol (figura 3.1.a)) e em meio 
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a) b)
 Figura 3.1 – Voltamogramas cíclicos do CS2 imobilizado no eléctrodo durante 16 h: a) 
em etanol, 1.º ciclo ( ), 2.º ciclo ( ); b) em água, 1.º ciclo ( ), 2.º ciclo ( ). O 
voltamograma (----) diz respeito ao voltamograma do Au (111) e o electrólito usado em todas as 
medições foi 0.1 M NaOH a uma velocidade de varrimento de 20 mVs-1. 
Encontra-se bem descrito na literatura que, a desadsorção quantitativa de SAMs com 
grupos enxofre como grupos âncora (por exemplo, tióis [26, 100], dissulfuretos [82] e ácidos 
tióticos [84]), ligados à superfície de ouro, numa solução alcalina forte, dá origem em geral, a um 
pico aguçado a potenciais negativos. O potencial em que ocorre o processo de desadsorção e a 
forma do pico, revela estabilidade da monocamada que é fortemente dependente de vários 
factores, tais como da cristalinidade de superfície, densidade e tipo de empacotamento da 
monocamada [26, 100]. 
Como pode ser observado no 1º ciclo de varrimento da figura 3.1 a), existe um pico 
aguçado com um potencial de redução (Epred) de - 0.920 V, que é um valor muito mais negativo 
do que o obtido SAMs de derivados de tióis de cadeia curta, como por exemplo de 
mercaptopropanol (Epred = - 0.784 V [101]), ou de ácido mercaptopropiónico (Epred = - 0.800 V 
[102]), reflectindo a elevada estabilidade da estrutura de ressonância entre o enxofre (S), o 
carbono (C) e o Au, originada por uma sobreposição eficaz das orbitais do ligante e da superfície 
de ouro. Quanto ao 2.º ciclo de varrimento constata-se que o pico de redução apresenta-se menos 





valores positivos que indicasse uma menor organização das moléculas que se re-adsorveram [42, 
88, 89].  
Como está referido na parte experimental deste trabalho na secção 2.4.1.1, a cobertura 
superficial () das espécies adsorvidas pode ser determinada, utilizando equação 2, considerando 
a integração da área do pico (oxidação e redução) correspondente à carga subjacente ao processo 
redox e o número de electrões envolvidos na reacção (3), neste caso foi considerado um electrão 
por cada átomo de enxofre. Os valores de CS2(1.ºciclo) = 4.30 x 10-10 mol cm-2 enquanto a CS2 (2.º 
ciclo)= 1.53 x 10-10 mol cm-2,  verificando-se que existe uma diferença notória entre os dois ciclos, 
como seria de prever, pois existe uma menor quantidade de CS2 a ser desadsorvida neste ciclo, 
correspondente às moléculas re-dsorvidas no varrimento anódico do primeiro ciclo. O valor da  
obtido no 1.º ciclo encontra-se próximos dos valores obtidos para um alcanotiol empacotado 
numa estrutura (√ 3 x √ 3) / R30º em Au (111), que é 7.6 × 10-10 mol cm-2 [103], considerando a 
quantidade total de enxofre adsorvido e um factor de rugosidade de 1.2.  
Em condições aquosas (em água) e observando a figura 3.1.b), podemos dizer que os picos 
catódicos não são tão intensos nem estão tão bem definidos como na figura 3.1 a), indicando que 
a adsorção de CS2 a partir de meio aquoso não levará à formação de SAMs muito densas, pelo 
menos nos tempos de adsorção estudados, reflectindo o papel preponderante do solvente na 
adsorção das SAMs de CS2. Os potenciais aos quais ocorrem os dois processos de redução da 
monocamada, são – 0.700 e -0.970 V, e a sua integração conduz a valores de recobrimento de 
1.30 x 10-10 mol cm-2 e 1.40 x 10-10 mol cm-2, respectivamente. A presença de dois picos parece 
indicar que existem dois ambientes distintos de enxofre adsorvido. Serão necessários mais 
estudos, com diferentes tempos de adsorção, para compreender estes resultados, uma vez que 
poderá estar envolvido algum processo de oxidação do enxofre [104]. 
O estudo dos eléctrodos modificados, preparados com diferentes tempos de imersão 4h, 
16h, 70h em etanol, está ilustrado na figura 3.2. Os dados voltamétricos indicam que apesar de 
ao fim de 4 h já ter ocorrido uma adsorção parcial da monocamada, como indica o pico a -0.920 
V, a cobertura de 1.42 x 10-10 mol cm-2 sugere que nem toda a superfície do eléctrodo estará 
coberta de CS2, pois ao final de 16 h de adsorção a cobertura é de 4.30 x 10-10 mol cm-2 ao 
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de 70 h, o Epred é mais positivo, -0.890 V e a  decresce, sendo apenas 2.87 x 10-10 mol cm-2, o 
que poderá indicar uma maior desorganização da monocamada e menos ligações S-Au na 
superfície. A realização de ensaios de microbalança electroquímica de cristal de quartzo poderia 









 Figura 3.2 - Voltamogramas cíclicos do CS2 imobilizado no eléctrodo, em etanol, com 
tempos de adsorção de 4 ( ), 16 ( ), 70 h ( ) em NaOH 0.1 M a 20 mVs-1. 
Através dos resultados obtidos neste estudo, verificou-se que para estes dois parâmetros 
experimentais, as melhores condições para a adsorção de uma SAM de CS2 são um tempo de 
adsorção de 16h em etanol. Esta informação obtida a partir do estudo do comportamento 
electroquímico redutivo da monocamada de CS2 vai possibilitar comparar e analisar a 
estabilidade e qualidade das monocamadas formadas pela reacção do CS2 com aminas, via 
formação de ditiocarbamato. 
3.2 Caracterização electroquímica dos eléctrodos de ouro modificados pela 

























+ 2 e- + 2H+
Antes de iniciar o estudo da reacção entre o CS2 e os compostos contendo o grupo amina 
(dopamina, epinefrina e triptofano) foi estudado o comportamento electroquímico destes em 










Figura 3.3 – Voltamograma cíclico da solução de 1mM de Dopamina, em H2SO4 0.1M, a 
uma velocidade de varrimento de 50 mVs-1.  
O voltamograma mostra um pico de oxidação a 0.615 V e um de redução a 0.455 V, com 
um ΔEp = 0.160 V. Estes processos correspondem à oxidação da hidroquinona a quinona e vice-
versa, que envolvem a transferência de dois electrões, de acordo com o esquema 3.1. Na tabela 




Esquema 3.1 – Representação do processo redox reversível das formas hidroquinona / 
quinona, da dopamina. 
Em soluções ácidas, o processo redox da dopamina apresenta uma reversibilidade maior do 
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oxidada da dopamina, uma vez que a pH baixo a decomposição devido ao fecho do anel é 
retardada [105].  
Após a reacção entre o CS2 e a dopamina e sua imobilização no eléctrodo através das três 
metodologias (1 a 3) já referidas, obtiveram-se os resultados representados na figura 3.4 e na 
tabela 3.1. Destacam-se os métodos 1 e 3, onde visivelmente os voltamogramas apresentam um 
comportamento quasi-reversível com o potencial de meia-onda (E1/2) de 0.520 e 0.560 V e um 
ΔEp entre 0.060 e 0.090 V, respectivamente, mas o método 1, adsorção num só passo, é o que se 
revela mais eficaz com um ΔEp = 0.060 V. As diferenças que se observam quando a dopamina 
está adsorvida e quando está em solução, são de esperar, não só pelo facto, de a transferência 
electrónica de um espécie imobilizada, não depender de difusão, mas também dado que no 
composto livre o grupo amina está disponível para interagir com a dupla ligação do anel, 
podendo conduzir ao seu fecho e assim à decomposição da dopamina, enquanto que se o azoto 
estiver envolvido na ligação à superfície, deixa de ser viável esta via de decomposição. Assim 
sendo, o aumento de reversibilidade do processo de transferência electrónica confirma a 
adsorção de moléculas na superfície. A figura 3.4 revela nitidamente que o método 2 é o menos 









Figura 3.4 – Voltamogramas cíclicos dos estudos redox do CS2 (----) e da reacção entre o 
CS2 e a dopamina pelas três metodologias (método 1 ; método 2 ; método 3 ) a 





Na figura 3.5 e 3.6, estão representados voltamogramas cíclicos a diversas velocidades de 
varrimento (figura 3.5 b) e 3.6 a)) e a respectiva representação gráfica da corrente de pico (ip) 
versus velocidade de varrimento (ν) (figura 3.5 b) e 3.6 b)) da modificação do eléctrodo pela 
reacção do CS2 com a dopamina, pelo método 1 e pelo método 3, respectivamente. Observa-se 
que a corrente dos picos redox aumenta com o aumento da velocidade de varrimento, 
apresentando uma variação linear de ip vs ν que é o comportamento esperado para espécies 
adsorvidas e electroquimicamente activas, confirmando a presença de dopamina à superfície do 
eléctrodo. Este é um resultado relevante para a imobilização de aminas primárias e portanto de 
compostos biológicos, uma vez que está reportado [52, 53, 54] que a reacção entre o CS2 e R-
NH2 ocorre em muito menor extensão do que com RNHR’.  
 
Figura 3.5 – a) Voltamogramas cíclicos da reacção do CS2 + DA pelo método 1, a 
velocidades de varrimento de 5 ( ), 10 ( ), 20 ( ), 50 ( ), 100 ( ), 200 (
) mVs-1, em 0.1 M H2SO4; b) Representação gráfica de ip vs velocidade de varrimento (ν). 











































































Figura 3.6 – a) Voltamogramas cíclicos reacção do CS2 + DA pelo método 3 a velocidades 
de varrimento de 10 ( ), 20 ( ), 50 ( ), 100 ( ), 200 ( ) mVs-1, em 0.1 M 
H2SO4; b) Representação gráfica de ip vs velocidade de varrimento (ν). 
Escolheu-se a epinefrina para o estudo da reactividade entre o CS2 e uma amina 
secundária, por ser um composto electroquimicamente activo. O comportamento redox da 
epinefrina (1mM) em solução, em 0.1 M H2SO4 (figura 3.7 e tabela 3.1), revela a presença de um 
processo redox E1/2 = 0.558 V (ΔEp = 0.085 V), apresentando uma certa semelhança com 
dopamina, pois estes picos correspondem aos processos de oxidação da hidroquinona a quinona e 
do processo de redução inverso, que envolvem a transferência de dois electrões, como se pode 


















































Figura 3.7 – Voltamograma cíclico da solução de 1mM de Epinefrina, em H2SO4 0.1M, a 
uma velocidade de varrimento de 50 mVs-1.  
 
Esquema 3.2 – Representação do processo redox reversível das formas 
hidroquinona/quinona, da epinefrina. 
Os voltamogramas cíclicos correspondentes aos eléctrodos modificados pela reacção do 
CS2 com a epinefrina, utilizando as três metodologias são apresentados na figura 3.8 (ver 
também tabela 3.1). Verifica-se claramente que o método 1 é o mais eficaz, apresentando picos 
redox mais intensos, com elevada reversibilidade, E1/2 = 0.570 V (ΔEp = 0.020 V), apesar do 
método 3 também se mostrar bastante viável, e apresentar um E1/2 ligeiramente mais baixo (0.530 
V), embora com menor reversibilidade ΔEp = 0.040 V. Nitidamente que o comportamento 
observado é distinto do da espécie electroactiva em solução. À semelhança do comportamento 
observado para a dopamina, o método 2, que consiste na reacção da monocamada de CS2 pré-
formada com as aminas, demonstrou ser menos eficaz na modificação das superfícies de ouro 






























Figura 3.8 – Voltamogramas cíclicos dos estudos redox do CS2 (----) e da reacção entre o 
CS2 e a epinefrina pelas três metodologias (método 1 ; método 2 ; método 3 ), a 
50 mVs-1, 0.1M H2SO4. 
 O comportamento redox da epinefrina (métodos 1 e 3) é o esperado para uma espécie 
electroactiva covalentemente adsorvida à superfície do eléctrodo (figura 3.9 a) e 3.10 a), 
exibindo picos de oxidação e redução quase simétricos, com ΔEp ≈ 0.020 V e ΔEp ≈ 0.040 V, 
para quase todas as velocidades de varrimento, nos eléctrodos preparados pelo método 1 e 3 
respectivamente. Ao representar ipox e a ipred versus a ν (figura 3.9 b) e 3.10 b) verifica-se uma 
proporcionalidade que comprova, novamente, que a epinefrina está adsorvida no eléctrodo, e de 














































Figura 3.9 – a) Voltamogramas cíclicos da reacção do CS2 + EPIN pelo método 1 a 
velocidades de varrimento de 5 ( ), 10 ( ), 20 ( ), 50 ( ), 100 ( ), 200 (
) mVs-1, em 0.1 M H2SO4; b) Representação gráfica de ip vs velocidade de varrimento (ν). 
Figura 3.10 – a) Voltamogramas cíclicos da reacção do CS2 + EPIN pelo método 3 a 
velocidades de varrimento de 5 ( ), 10 ( ), 20 ( ), 50 ( ), 100 ( ), 200 (
) mVs-1, em 0.1 M H2SO4; b) Representação gráfica de ip vs velocidade de varrimento (ν). 
As respostas electroquímicas exibidas nas figuras 3.5 b) e 3.9 b) indicam notoriamente que, 
embora tanto a dopamina como a epinefrina possam ser adsorvidas numa superfície de ouro, a 
epinefrina que contém uma amina secundária liga-se de forma mais eficaz à superfície, indicando 








































que a amina secundária (epinefrina) é um melhor nucleófilo para reagir com o CS2 do que a 
amina primária (dopamina). Os resultados obtidos por voltametria cíclica utilizando esta 
abordagem simples estão de acordo com os estudos anteriores [52, 53, 54] que abordaram a 
reacção do CS2 com aminas distintas essencialmente por técnicas de XPS e espectroscopia de 
UV-Visível, e que reportaram o maior poder nucleofílico de aminas alifáticas secundárias 
relativamente às primárias 
Assim pode-se constatar que, sendo a nucleofilicidade uma das características mais 
importantes das aminas devido ao seu par isolado de electrões, a amina secundária muito mais 
nucleofílica do que uma amina primária, possui um maior dipolo negativo (δ-) e portanto vai 
estabelecer uma ligação mais forte e eficaz com o carbono, que possui um dipolo postivo (δ+), 
logo é um electrófilo, que necessita dos electrões do N.  
Provavelmente uma das causas para que o método 2 não apresente bons resultados é o 
facto do CS2 ao ligar-se ao ouro fazer com que se gere um dipolo negativo (δ-) muito grande em 
torno dos S que abrange a estrutura de ressonância formada, o que faz com que o dipolo positivo 
(δ+) do C diminua, ficando menos electrófilo, logo a necessidade de receber os electrões do N é 
menor. Quando a amina se vai ligar o C este já não apresenta tanta necessidade em receber os 
electrões do N e por isso a ligação N-C provavelmente não ocorre em grande extensão. 
A imobilização através da reacção de aminas com CS2 tem como principal finalidade a 
adsorção espontânea de compostos biológicos sobre superfícies de ouro, e, portanto, seria 
importante verificar se um aminoácido electroactivo, como o triptofano, que contém aminas 
primárias e secundárias, seguirá a mesma didáctica de adsorção na superfície de ouro usando 
estas vias simples. A imobilização do triptofano foi apenas testada pelos métodos 1 e 3, pois 
foram aqueles que apresentaram maior eficiência da reacção do CS2 com a dopamina e 
epinefrina. Na figura 3.11 é mostrado o comportamento do triptofano (1mM) numa solução de 
0.1 M H2SO4, com Epox = 0.575 V e Epred = 0.495 V, logo um ΔEp = 0.080 V, verificando-se que 
o processo de oxidação é mais intenso que o de redução, sugerindo alguma complexidade no 
comportamento electroquímico do triptofano. De acordo com a literatura, o esquema 3.3 traduz 





































Figura 3.11 – Voltamograma cíclico da solução de 1mM de triptofano, em H2SO4 0.1M, a 




Esquema 3.3 – Representação do processo redox do triptofano. 
A natureza dos picos de oxidação do triptofano pode ser muito complexa. Está reportado 
que o triptofano na maioria das superfícies estudadas [106] apresentam apenas um único pico de 
oxidação, que é devido a uma reacção irreversível que envolve dois electrões, originando um 
intermediário metileno-imina extremamente reactivo [107, 108]. Este intermediário pode ser 
facilmente atacado por grupos nucleófilos presentes na solução da reacção, tal como a água com 
a formação de espécies, como a oxindolalanina, que podem apresentar alguma reversibilidade 
electroquímica, embora a extensão da reacção de redução seja muito menor do que a do processo 
de oxidação [106, 109]. Este fenómeno é claramente observado no voltamograma apresentado na 
figura 3.11. 
A figura 3.12 mostra a resposta electroquímica do triptofano imobilizado num eléctrodo de 
ouro modificado pelo CS2 pelos métodos 1 e 3. É possível observar que a reacção é mais 





visualizamos um par de picos redox não simétricos, com Epox = 0.520 V, Epred = 0.375 V (ΔEp = 
0.145 V), com uma característica em comum: o valor absoluto da corrente do pico de oxidação é 









Figura 3.12 – Voltamogramas cíclicos dos estudos redox do CS2 (----) da reacção entre o 
CS2 e o triptofano por duas metodologias (método 1 ; método 3 ), a 50 mVs-1, 0.1M 
H2SO4.  
A imobilização do triptofano pelos métodos 1 e 3 foi comprovada por voltametria cíclica 
(figura 3.13 e figura 3.14). Observa-se que existe alguma linearidade na representação gráfica de 
ip vs velocidade de varrimento (figuras 3.13), indicando que a espécie se encontra 
covalentemente adsorvida à superfície do eléctrodo pelo método 1. No entanto, apesar da 
variação das correntes de oxidação e redução com a velocidade de varrimento, observadas para a 
superfície modificado pelo método 3, terem uma tendência linear, os picos estão mal definidos, 
muito provavelmente pela baixa densidade de moléculas de triptopfano adsorvidas no eléctrodo e 
também pela complexidade do processo redox desta espécie.  
 























































































Figura 3.13 – a) Voltamogramas cíclicos da reacção do CS2 e o triptofano pelo método 1 a 
velocidades de varrimento de 5 ( ), 10 ( ), 20 ( ), 50 ( ), 100 ( ) mVs-1, em 
0.1 M H2SO4; b) Representação gráfica de ip vs velocidade de varrimento (ν). 
Figura 3.14 – a) Voltamogramas cíclicos da reacção do CS2 e o triptofano pelo método 3 a 
velocidades de varrimento de 5 ( ), 10 ( ), 20 ( ), 50 ( ), 100 ( ) mVs-1, em 
0.1 M H2SO4; b) Representação gráfica de ip vs velocidade de varrimento (ν). 
Apesar do comportamento electroquímico complexo apresentado pelos eléctrodos 





através da reacção com CS2, (método 1) indicando a possível utilização desta metodologia para a 
fixação de novas enzimas que contêm um grande número de resíduos de triptofano. 
Observando as figuras 3.4, 3.8 e 3.12 e complementando toda a informação já enunciada 
podemos afirmar que dopamina, a epinefrina e o aminoácido estão imobilizados no eléctrodo 
após terem reagido com o CS2, pois o voltamograma do processo redox do CS2 não apresenta 
nenhum processo redox, logo os picos visíveis para os eléctrodos modificados pela reacção 
dizem respeito aos compostos electroactivos adsorvidos. 
 As diferenças verificadas nos resultados obtidos no método 1 e no método 3, é que no 
método 1, a reacção ocorre num só passo e o facto de o Au estar logo em contacto com a solução 
da reacção, permite que haja uma estabilização mais rápida da estrutura de ditiocarbamato, e 
possivelmente diminui a probabilidade de ocorrer a formação de subprodutos. No método 3, 
quando se faz reagir o CS2 com a amina durante uns minutos, além da formação do grupo 
ditiocarbamato, poderá também formar-se um produto de degradação (talvez CS32-, 
tritiocarbonato, [54]) que pode se ter formado durante os minutos em que os compostos estão a 
reagir e antes de se colocar em contacto com o ouro. Esse produto de degradação pode adsorver 
também do ouro e de certa forma bloquear o sinal do ditiocarbamato formado ou diminuir a área 
disponível do eléctrodo para a adsorção do ditiocarbamato. 
Na tabela 3.1 encontram-se os potenciais de oxidação e redução das espécies adsorvidas, 
bem como as quantidades adsorvidas no eléctrodo no processo de oxidação, para as três 
metodologias testadas. Segundo os valores de variação entre o potencial de oxidação e o de 
redução (ΔEp) apresentados nesta tabela, podemos dizer que se verifica reversibilidade dos picos 
nas três espécies adsorvidas, destacando a epinefrina com um ΔEp muito próximo de 0 V.  
Para a determinação da cobertura superficial () das espécies adsorvidas, são considerados 
os dois electrões que estão envolvidos nas reacções redox, conforme os esquemas 3.1, 3.2 e 3.3, 
a cobertura superficial estimada para os eléctrodos modificados pelo método 1, foi de 3.60x10-11, 
1.30x10-10 e 5.80x10-11 mol cm-2 para a DA, EPIN e TRP, respectivamente (tabela 3.1). Pode-se 
realçar que a maior quantidade de epinefrina adsorvida está directamente relacionada com a 






Reacções Epoxi / V Epred / V ΔEp / V Γoxi / mol cm-2
Método 1
CS2 + DA 0.550 0.490 0.060 3.60x10-11
CS2 + EPIN 0.580 0.560 0.020 1.30x10-10
CS2 + TRP 0.520 0.375 0.145 5.80x10-11
CS2 + DA 0.580 0.480 0.100 -
Método 2 CS2 + EPIN 0.580 0.300 0.280 6.52x10-11
CS2 + TRP - - - -
CS2 + DA 0.610 0.520 0.090 4.07x10-11
Método 3 CS2 + EPIN 0.550 0.510 0.040 5.44x10-11
CS2 + TRP 0.560 0.440 0.120 1.08x10-11
Tabela 3.1 – Valores de potenciais de oxidação (Epox) e redução (Epred) das reacções entre o CS2 
e a DA, EPIN e TRP, com as respectivas quantidades adsorvidas da espécie adsorvida durante a 








Para conseguir obter informação sobre o comportamento electroquímico de um 
ditiocarbamato “puro” foi estudado a adsorção do dietilditiocarbamato de sódio (“DEDTC”, 
composto comercial) em ouro. Os voltamogramas cíclicos mostrados na figura 3.15 
correspondem à desadsorção redutiva da monocamada de CS2 anteriormente discutida neste 
capítulo, da monocamada de DEDTC e de uma monocamada resultante da reacção entre CS2 e 
hexilmetilamina (HMA), uma amina secundária (não electroactiva), num único passo (método 
1), conforme descrito anteriormente. A tabela 3.2 apresenta os parâmetros electroquímicos 
obtidos nos estudos de desadsorção redutiva. 
 No caso da desadsorção da SAM de DEDTC, o valor de Epred apresenta um desvio para 
potenciais positivos (EPred = -0.740 V) relativamente à SAM de CS2 (-0.920 V),  o que poderá ser 
explicado pela extensão da deslocalização de electrões, para o átomo de (N), entre a estrutura de 
ressonância (NC-S2), que pode levar a uma ligação mais fraca com a superfície [51]. A 
desadsorção da monocamada preparada pela reacção entre CS2 e a hexilmetilamina, apresenta 
dois picos de redução, um mais negativo a -0.880 V, presumivelmente associado a uma fracção 
de CS2 que foi adsorvido e que não reagiu com a amina, e outro menos negativo, a -0.800 V, 
devido à formação de ditiocarbamato. A molécula de CS2 apresenta uma cobertura superficial de 

















E/ V vs. SCE
4.00 x10-10 mol cm-2. A cobertura da monocamada formada pela reacção do CS2 com a 
hexilmetilamina é de 2.70 x 10-10 mol cm-2, que é o somatório do recobrimento estimado no 










Figura 3.15 – Voltamogramas cíclicos dos estudos de desadsorção redutiva das SAMs CS2 
( ) e DEDTC ( ); CS2 + HMA ( ); em solução de 0.1 M NaOH, a uma velocidade 
de varrimento de 20 mVs-1 
Os estudos de desadsorção redutiva possibilitaram também concluir que é possível 
adsorver hexilmetilamina, dopamina e epinefrina. A tabela 3.2 mostra os dados electroquímicos 
obtidos da análise dos voltamogramas cíclicos apresentados nas figuras 3.15 e 3.16. Assim, e 
tendo em conta a informação apresentada pode-se constatar que os valores do Epred das reacções 
entre o CS2 e as aminas apresentam desvios positivos em relação ao valor do CS2 puro o que 
indica que ocorreu modificação da superfície. Comparando os valores de Epred das reacções CS2 
+ DA, CS2 + EPIN e CS2 + TRP estes são mais negativos relativamente ao Epred do DEDTC. 
Esse comportamento sugere que, de acordo com estudos anteriores sobre SAMs de 
ditiocarbamato puros [53], que a aromaticidade das moléculas, deve ser responsável pela 
estabilização da monocamada através das interacções  entre moléculas adjacentes imobilizadas, 





A presença de picos catódicos largos, como se observa nitidamente na figura 3.16, é 
provavelmente proveniente de diferentes ambientes de enxofre, nas monocamadas, que 
desadsorvem do ouro a diferentes potenciais. Estas diferenças devem corresponder ao CS2 e ao 
ditiocarbamato com grupos aromáticos “pendurados” que estabelecem ligações com o ouro com 
energias diferentes. A quantidade de enxofre adsorvido é calculada através da carga envolvida no 
processo de desadsorção redutiva (um electrão por átomo de enxofre, semelhante ao reportado 
para as desadsorções dos tiolatos [22] e foi determinada para todos os casos (tabela 2). As SAMs 
de CS2 e DEDTC têm coberturas semelhantes e estão dentro do intervalo esperado para um 
alcanotiol empacotado numa estrutura (√ 3 x √ 3) / R30º em Au (111), que é 7.60 × 10-10 mol cm-
2 [103], considerando a quantidade total de enxofre adsorvido e um factor de rugosidade de 1.2. 
Apesar da SAM de CS2 e de DEDTC apresentarem um empacotamento próximo de um 
alcanotiol, temos que ter em conta que o recobrimento e a organização da monocamada está 
relacionada com o comprimento das cadeias, que podem variar entre cadeias longas que formam 
SAMs muito compactas, organizadas e com estruturas bidimensionais (quasi-cristalinas) a 
cadeias curtas e parcialmente desordenadas [43]. Tendo em conta os valores de  e a informação 
anterior, podemos considerar que a reacção se dá com maior eficiência quando se utiliza aminas 
secundárias (hexilmetilamina e epinefrina), verificando-se, por esse motivo uma menor cobertura 
superficial, relativamente à quantidade de enxofre adsorvido, para estas duas reacções devido à 
formação do grupo ditiocarbamato contendo hexilmetilamina e epinefrina, que são grupos mais 
volumosos e ocupam mais espaço na superfície do eléctrodo que um CS2 e um DEDTC, que 
possuem estruturas menores. Quando são usadas aminas primárias (dopamina) ou o aminoácido, 
provavelmente estes não reagem tão eficazmente com o CS2, existindo mais moléculas de CS2 na 
superfície que não reagiram juntamente com as aminas, logo a cobertura da superfície em S é 




















Figura 3.16 - Voltamogramas cíclicos dos estudos de desadsorção redutiva das SAMs 
formadas pela reacção do CS2 + DA ( ), do CS2 + EPIN ( ); CS2 + TRP ( ); em 
solução de 0.1 M NaOH, a uma velocidade de varrimento de 20 mVs-1 
 
Tabela 3.2 – Valores obtidos para o potencial de pico de redução (Epred) do DEDTC, CS2, e de 
cada reacção do CS2 com aminas e o respectivo valor de cobertura superficial. 
 
A hexilmetilamina é um composto não electroactivo e para se confirmar a reacção desta 
amina com o CS2, foi utilizada outra técnica independente, a espectroscopia UV-Visível. Uma 
solução que contém CS2 (0.25 mM) e hexilmetilamina (0.50 mM) (figura 3.17) foi analisada 
após 5, 15, 30 e 60 minutos após o inicio da reacção. É claramente visível o aparecimento das 
bandas a 252 e 283 nm esperadas para o grupo ditiocarbamato [54] tal como observado para o 















SAMs CS2 DEDTC CS2 + HMA CS2 + DA CS2 + EPIN CS2 + TRP
Epred / V -0.920 -0.740 -0.800; -0.880 -0.890 -0.900 -0.880
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DEDTC que apresenta 2 bandas a 260 e 280 nm. Verifica-se que a eficácia da reacção aumenta 
ao longo do tempo até 30 minutos e que ao final de 1 hora, as bandas relativas ao grupo 
ditiocarbamato diminuem, o que sugere alguma instabilidade deste grupo em solução ou a 
possível formação de um produto de degradação, o CS32- [54]. 
A maior parte das bandas que se observam nos espectros de UV-Vísivel resultam de 
transições de electrões π para um estado excitado. As principais transições electrónicas na zona 
de UV (200 < λ > 750 nm) são as dos estados de excitação n (par de electrões não 
compartilhado) e π, ou seja, as transições nπ* e ππ*. Na estrutura do ditiocarbamato, podem 
existir transições electrónicas de electrões π para o estado excitado π* do átomo S e transições do 
estado n para o estado π*, devido ao par isolado de electrões do N, das aminas [110, 111]. Essas 
duas transições podem ser a origem das duas bandas de UV a 260 e 280 nm, para os 
ditiocarbamatos. 
Figura 3.17 – Espectros do UV-Visível: a) 0.50 mM DEDTC ( ); b) da reacção 
0.25mM CS2 + 0.50mM HMA (5 , 15 , 30  e 60  minutos após reacção), 
diluições em PB pH 7. 
 
3.3 Caracterização morfológica dos eléctrodos modificados 
A Figura 3.18 mostra imagens de AFM antes e depois do processo de flame-annealing a 





(111). Tanto por AFM como por STM observam-se os terraços típicos do ouro (111) separados 
por 0.24 nm [82]. 
O flame-annealing é um passo importante uma vez que o processo de aquecimento seguido 
de arrefecimento, repetido cerca de 4 vezes, permite o aparecimento de planaltos, com uma 
superfície lisa e de terraços monoatómicos, que estão orientados preferencialmente segundo uma 
direcção (111). Este processo permite obter uma superfície mais regular que possibilitará diferenciar 









Figura 3.18 – Imagens da superfície do ouro: - AFM a) antes e b) depois do processo de 
flame-annealing; - STM c) após flame-annealing, Au (111). 
 
A figura 3.20 exibe imagens de STM do eléctrodo de ouro modificado pela SAM de CS2, 
onde é possível visualizar as depressões típicas do Au induzidas pelo enxofre com 0.24 nm de 
altura (figura 3.20 e)). No caso mais estudado de monocamadas de n-alcanotióis e ditióis - HS-
Cn-SH, [112]. McDermott e al. [112] e Esplandiu et. al. [114] sugerem que as depressões típicas 
do substrato de ouro são originadas na superfície da monocamada devido a processos de 
reconstrução, com compressão na superfície do ouro devido à nucleação e agregação de 
moléculas e à mobilidade sob a monocamada, aumentada pela formação da ligação S-Au [43, 
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89]. As depressões nas fronteiras de domínio e ausência delas em superfícies com terraços de 
pequenas dimensões são detectados por STM e suportam o mecanismo proposto [43, 112]. 
Ao varrer uma área mais pequena, 10x10 nm2 (figura 3.20 c) ou 4x4 nm2 (figura 3.20 d) foi 
possível obter imagens, apesar da baixa resolução molecular, e aparentemente os átomos de S 
parecem estar distribuídos segundo uma estrutura hexagonal com separações entre os S de, 
aproximadamente, 0.7 nm, em comparação com os 0.5 nm esperados para os tiolatos [82]. No 
entanto, os dois átomos de S podem estar muito próximos um do outro (como está marcado na 
figura 3.20), e neste caso a separação seria menor e a concentração superficial maior, o que 
poderia sugerir que o número de electrões assumido na reacção de desadsorção das SAMs para 
estimar os recobrimentos, poderá ser inferior, o que se traduziria em valores superiores de 
concentração superficial. Infelizmente a qualidade das imagens não permite revelar com a 
exactidão a estrutura da monocamada, sendo necessário optimizar, tanto as condições 
experimentais como de operação para a obtenção de imagens com uma maior resolução 
molecular para desvendar a verdadeira estrutura das SAMs. 
 
A obtenção de imagens de STM é algo que apresenta alguma dificuldade devido a 
fenómenos [88, 89] como, interacções ponta-amostra responsáveis pela alteração local da SAM 
na sua proximidade, ausência efectiva de ordem, distribuição aleatória de ligações S-Au, mas é 
quase sempre possível visualizar as depressões típicas do substrato de Au induzidas pelo enxofre 




























Figura 3.20 – Imagens (a - e) de STM do eléctrodo modificado pela adsorção do CS2. 
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Na figura 3.21 encontra-se uma imagem também de STM da superfície do eléctrodo 
modificado pelo CS2 após ter reagido com a epinefrina, onde apenas são visíveis algumas 
depressões típicas do Au provocadas pela modificação da superfície após a adsorção do enxofre; 
no entanto não foi possível obter resolução molecular, muito provavelmente devido à ausência da 
organização bidimensional obrigatória para a obtenção de imagens com resolução molecular. 
Será necessário optimizar as condições experimentais e operacionais (ex. Ponta, ruído) para 

































A maioria dos resultados apresentados e discutidos neste capítulo encontram-se publicados no 
seguinte artigo: “Inês Almeida, António C. Cascalheira, Ana S. Viana, One-step gold 
























4. Reactividade entre CS2 e enzimas em superfícies de ouro (111)  
Para se proceder ao estudo da reacção de CS2 com os grupos amina presentes na estrutura de 
proteínas (enzimas) com a posterior formação de ditiocarbamatos, foi essencial investigar a 
reacção entre o CS2 e os compostos contendo aminas (capítulo 3), nomeadamente saber qual a 
metodologia que apresentou mais eficácia incluindo a concentração de CS2 e o tempo de 
adsorção necessários. Neste caso, o método 1 foi o que apresentou melhores resultados, 
utilizando uma concentração de 0.1 M de CS2 e um tempo de adsorção de 16h, em meio 
orgânico. No processo de imobilização das biomoléculas, foi utilizado o método 1, com tempo 
de adsorção de 16 h, em meio aquoso, evitando uma possível desnaturação dos enzimas que 
ocorreria em meio orgânico. 
Foi testada a imobilização de dois enzimas, glucose oxidase e Laccase e a sua actividade 
catalítica após o processo de imobilização e na presença do respectivo substrato. 
 
4.1 Glucose Oxidase 
A formação de ditiocarbamatos deverá ocorrer por uma ligação covalente das biomoléculas 
à superfície superfícies do ouro e para verificar esta reacção, utilizamos como enzima a glucose 
oxidase (GOx). Para avaliar a actividade biológica da superfície modificada com GOx recorreu-
se a um mediador de transferência electrónica, ácido ferrocenomonocarboxílico (FMCA). As 
equações (1 a 3) [17] descrevem o processo que deverá ocorrer à superfície do ouro e que devem 
ser responsáveis pelos sinais electroquímicos observados: a glucose oxidase (o enzima) oxida a 
glucose (o substrato), formando a gluconolactona (o produto) e posteriormente, a glucose 
oxidase reduzida vai reagir com o ferroceno oxidado, reduzindo este, e oxidando-se (esquema 
4.1). O potencial a que ocorre este processo é o potencial correspondente à oxidação do 
ferroceno, pois este só reage com a GOx reduzida quando está no estado oxidado. 
GOx(FAD) + glucose → GOx(FADH2) + gluconolactona  (1) 
GOx(FADH2) + 2FMCA+ → GOx(FAD) + 2FMCA + 2H+  (2) 















Esquema 4.1 - Representação esquemática das reacções envolvidas na actividade catalítica 
da glucose oxidase na presença da glucose e de um mediador redox (FMCA). 
 
4.1.1 Comportamento catalítico do enzima em solução 
Os enzimas são proteínas globulares que apresentam elevada actividade catalítica, 
funcionando como catalisadores que vão aumentar a velocidade de determinadas reacções logo 
torna-se essencial estudar o seu comportamento catalítico em solução, para se conhecer as 
características cinéticas e electroquímicas, nomeadamente potenciais e correntes dos processos 
redox. Para testar a actividade catalítica da glucose oxidase (0.1mg/ml), em solução, na presença 
da glucose e do FMCA (0.5 mM), numa superfície de ouro limpa, recorreu-se à voltametria 
cíclica (figura 4.1) e à cronoamperometria (figura 4.2), aplicando um potencial (Ef) de 0.45 V.  
Como foi enunciado no capitulo da introdução, na secção 1.1 a actividade catalítica de um 
enzima pode ser monitorizada aumentando a concentração do substrato e medindo as 
correspondentes correntes de oxidação do processo, que aumentam até um certo valor de 
concentração de substrato, em que o enzima fica saturado atingindo-se um valor máximo de 
velocidade, neste caso intensidade de corrente (imáx), observando-se a partir daqui um patamar 
estável mesmo que se vá adicionando mais substrato. Este tipo de comportamento é 
característico das reacções catalisadas por enzimas e de um modo geral segue a equação de 
Michaelis-Menten. É possível retirar das respectivas representações gráficas (ip vs [glucose]) os 
valores de imáx e consequentemente o valor KM, que é a concentração para a qual a corrente da 





Segundo a figura 4.1, a corrente de oxidação dos voltamogramas vai aumentando até à 
concentração de 8 mM de glucose, indicando que o enzima está activo e que é possível detectar a 
presença de glucose na solução. No entanto, observa-se que a corrente diminui drasticamente 
quando a glucose atinge uma concentração de 10 mM, o que poderá ser devido ao eléctrodo estar 
“coberto” de glucose e não detectar o sinal electroquímico do FMCA após a adição de mais 
glucose, ou ainda de poder existir algum tipo de interacção entre o derivado de ferroceno e a 
glucose que provoque esta diminuição de correntes tão acentuada, não se obtendo a estabilização 
das correntes de oxidação, como seria de esperar, numa situação em que o enzima se encontre 
saturado. Verifica-se um comportamento semelhante quando se estuda a GOx em solução por 
cronoamperometria (figura 4.2). As correntes obtidas nos cronoamperogramas a um potencial de 
0.45 V, correspondem à oxidação do ferroceno a catião ferricínio devido à oxidação enzimática, 
pela GOx, da glucose a gluconolactona. Para a concentração de 8 mM o enzima encontra-se a 
reagir com o substrato, mas a partir de 10 mM de glucose, a corrente de oxidação diminui, não se 
visualizando a resposta electroquímica esperada. Ao observar a figura 4.2 b) pode constatar-se 
que no sistema apresentado a GOx não segue tipicamente uma cinética de Michaelis-Menten, 
pois não se consegue distinguir claramente uma zona linear, na representação gráfica corrente 
versus concentração de glucose, seguida de um patamar. Para além de como referido em cima, a 
partir de uma determinada concentração de substrato (10 mM), ocorre uma diminuição de 
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Figura 4.1 – Voltamogramas cíclicos da GOx (0.1mg/ml) numa solução com 0.5 mM 
FMCA, com três adições de glucose, 0.50 ( ), 3 ( ), 8 ( ), 10 ( ) mM, em PBS 
pH 6.8, a 5 mVs-1. 
 
Figura 4.2 – a) Cronoamperogramas da GOx (0.1mg/ml) numa solução com 0.5 mM 
FMCA, com várias adições de glucose, 0.25 ( ), 0.50 ( ), 1 ( ), 3 ( ), 5 ( ), 
8 ( ) 10 ( ) mM, em PBS pH 6.8, a 5 mVs-1), Ei = 0.0 V e Ef = 0.45 V; b) Representação 






Apesar de parâmetros cinéticos não terem sido determinados, devido ao facto de não se ter 
obtido uma cinética de Michaelis-Menten, provou-se que a enzima está activa e procedeu-se ao 
estudo da imobilização da enzima via reacção com o CS2, tendo como principal objectivo provar 
que a enzima preserva actividade biológica após ligação covalente à superfície.  
 
4.1.2 Actividade catalítica do eléctrodo modificado pela reacção do CS2 com o enzima  
4.1.2.1 – Presença de mediador (ácido ferrocenomonocarboxílico) 
Para estudar o comportamento da imobilização da glucose oxidase por reacção com o CS2, 
recorreu-se às técnicas electroquímicas, voltametria cíclica e cronoamperometria. A modificação 
do eléctrodo com GOx (0.1 mg/ml) foi efectuada num só passo (método 1) na presença de CS2 
(0.1 M). Na figura 4.3 estão representados os voltamogramas cíclicos correspondentes ao 
processo redox do ferroceno, após ter reagido com a GOx reduzida, observando-se que ocorre 
um pequeno aumento das correntes de oxidação à medida que se vai aumentando a concentração 
de glucose. É de notar que se observa mais do que um processo de oxidação que poderá 









Figura 4.3 - Voltamogramas cíclicos da GOx (0.1mg/ml) imobilizada no eléctrodo após 
reacção com o CS2 numa solução de PBS pH 6.8, com 0.1 mM FMCA, com quatro adições de 
glucose, 0.25 ( ), 1 ( ), 5 ( ), 10 ( ) mM, em PBS pH 6.8, a 5 mVs-1. 








































Apesar de ser visível este pequeno aumento das correntes de oxidação com o aumento da 
concentração de glucose, decidiu-se também estudar a actividade enzimática através de medidas 
cronoamperométricas e os melhores resultados foram obtidos para uma concentração de 
mediador de 0.01 mM.  
As correntes obtidas nos cronoamperogramas expostos na figura 4.4 a) foram obtidas a um 
potencial de 0.45 V. Verifica-se o aumento linear da corrente de oxidação com as adições 
sucessivas de glucose à solução de PBS pH 6.8 com 0.01 mM FMCA, desde de 0.25 (1.ª adição) 
até cerca de 22.5 mM, atingindo-se aqui o valor de corrente máximo, que tende a estabilizar 
dando origem a um patamar (Figura 4.4 b)). 
Figura 4.4 – a) Estudos de cronoamperometria da glucose oxidase imobilizada, num só 
passo, após ter reagido com o CS2 em Au (111), na presença de glucose 0.25 ( ), 0.50 (
), 1 ( ), 3 ( ), 5 ( ), 8 ( ), 10 ( ), 12 ( ), 15 ( ), 20 ( ), 22 (
), 25 ( ), 28 ( ) mM e do FMCA (0.01mM), Ei = 0.0 V; Ef = 0.45 V, em PBS pH 6.8; b) 
Representação gráfica de ip vs [Glucose]  
Ao analisar detalhadamente as figuras 4.4 e comparando-a com a figura 4.5, que mostra o 
comportamento electroquímico do mediador (FMCA) após as adições de glucose, numa 
superfície de ouro limpo (sem GOx), é possível verificar pela discrepância entre elas que o 




































adsorvida oxida a glucose revelando uma resposta linear com uma sensibilidade próxima de 7.9 x 
10-5 A M-1, numa escala de concentrações de glucose dentro dos parâmetros adequados à análise 
de amostras reais, e.x. glucose no sangue para despiste ou controlo de diabetes [114].  
Pela observação da figura 4.5 é ainda possível constatar que as correntes de oxidação do 
ferroceno diminuem após a primeira adição de glucose na solução tampão (PBS) supondo, por 
esse motivo, que a glucose se possa adsorver no eléctrodo, bloqueando o sinal do processo redox 
do ferroceno ou que poderá existir alguma reacção entre eles, que interfira com a reactividade do 
ferroceno. Para clarificar esta situação, estudou-se o comportamento do ferroceno, por 
espectroscopia de UV-Visível, usando como referência valores de concentrações de glucose 
usadas nos estudos cronoamperométricos (0.25 e 10 mM). Segundo os espectros da figura 4.6, 
podemos verificar que existe possivelmente uma interacção que origina uma alteração no 
comportamento do ferroceno. Para uma concentração de 0.01 mM FMCA é observável uma 
banda de absorção a 440 nm, característica do FMCA [115, 116]; após a primeira adição de 
glucose, mantendo a concentração de ferroceno constante, continua a ser visível a banda a 440 
nm mas com um decréscimo acentuado de intensidade de absorção, como é bastante perceptível 
pela figura 4.6. 
Figura 4.5 – a) Estudos de cronoamperometria do processo redox do FMCA (0.01 mM 
FMCA ) em Au (111) limpo após as várias adições de glucose 0.25 ( ), 0.50 ( ), 





25 ( ), 28 ( ) mM e do FMCA (0.01mM), Ei = 0.0 V; Ef = 0.45 V, em PBS pH 6.8; b) 










Figura 4.6 - Espectros de absorvância obtidos por espectroscopia de UV-visível do FMCA a 
0.01 mM ( ); 0.25 mM Glucose + 0.01 mM FMCA ( ) e 10 mM Glucose + 0.01 mM 
FMCA ( ).  
 
Este efeito colateral pode reforçar a existência de algum tipo de interacção entre o 
ferroceno e a glucose, fenómeno este que se encontra sob investigação para que seja possível 
elimina-lo de modo a não interferir no desenvolvimento deste tipo de biossensores. Este 
fenómeno poderá ser a razão pela qual a curva obtida e representada na figura 4.5 b), mesmo 
exibindo uma parte linear ( ) e um patamar final, não siga uma cinética de Michaelis-Menten. 
Apesar desta ocorrência e se assumirmos que imáx é 1.85 µA cm-2, o KM para a GOx imobilizada 
após reacção com CS2, deverá ser aproximadamente 10 mM. Este valor é superior ao reportado 
na literatura para sistemas onde a GOx está imobilizada covalentemente em nanopartículas de 
ouro 4.3 mM [117] mas inferior quando a GOx se encontra em solução, 33 mM [118].  
4.1.2.2 Consumo de oxigénio (sem mediador)  
Com o eléctrodo modificado pela GOx, na presença de CS2, investigou-se se o enzima 
reduzido iria reagir com o O2, havendo consumo do mesmo e produção de H2O2, segundo as 



































GOx(FAD) + glucose → GOx(FADH2) + gluconolactona  (4) 
GOx(FADH2) + O2 → GOx(FAD) + H2O2  (5)  
A glucose oxidase oxida a glucose formando-se gluconolactona (equação 4) e na presença 
de oxigénio, o enzima reduzido é oxidado rapidamente na superfície do eléctrodo, havendo 
consumo de O2 e produção de H2O2, seguindo a equação 5. Como descrito na literatura [119], em 
solução tampão saturada de O2 a GOx adsorvida no eléctrodo catalisa a redução do oxigénio. À 
medida que a glucose é adicionada à solução tampão saturada de O2, o pico de redução do 
oxigénio diminui, pois existe um maior consumo deste e uma maior produção de H2O2, como se 
pode observar na figura 4.7. Utilizou-se esta gama de concentrações glucose (0.01 – 1 mM) 
porque foram realizadas experiências com a mesma gama de concentrações que nos estudos do 
mediador redox (0.25 – 28 mM) e não se conseguiu detectar nenhum pico de redução do 
oxigénio. Constata-se que a diminuição da corrente do pico do oxigénio é proporcional ao 
aumento da concentração de glucose, indicando que o enzima está activo na superfície, apesar 
desta gama de concentrações não ser a mais apropriada em situações reais.  
Figura 4.7 – a) Estudos voltamétricos do consumo de O2 num eléctrodo de Au (111) com 
glucose oxidase imobilizada, num só passo, após ter reagido com o CS2, em presença de glucose 
0.01 ( ), 0.03 ( ), 0.05 ( ), 0.08 ( ), 0.1 ( ), 0.25 ( ), 0.50 ( ), 1(


































4.1.3 Imobilização do enzima na superfície de ouro limpo 
Neste estudo de controlo, o enzima foi adsorvido directamente sobre eléctrodos de ouro 
limpos, na ausência de CS2 e foi investigado o seu comportamento catalítico nas mesmas 
condições experimentais utilizadas para o eléctrodo modificado pela reacção CS2 e GOx. A 
corrente de oxidação do ferroceno diminui com as sucessivas adições de glucose (figura 4.8) na 
solução tampão (PBS), seguindo a mesma tendência observada para o eléctrodo de ouro limpo 
(sem a GOx imobilizada (figura 4.5)). É de realçar que as correntes de oxidação do ferroceno são 
muito menores na figura 4.8 relativamente à figura 4.5, uma vez que a GOx fisicamente 
adsorvida no eléctrodo deverá estar a bloquear a área disponível na superfície do mesmo onde 
ocorre a oxidação do ferroceno. É notória a diferença entre a resposta electroquímica do 
eléctrodo Au / CS2 e GOx (figura 4.4) e do Au / GOx (figura 4.8), indicando que o enzima 
quando adsorvido directamente à superfície do ouro, através de uma ligação física, perde 
actividade biológica, possivelmente devido a uma alteração conformacional que pode levar à 









Figura 4.8 – a) Estudos de cronoamperometria da glucose oxidase imobilizada 
directamente no Au (111) (ausência de CS2), em presença de glucose, 0.25 ( ), 0.50 ( ), 
1 ( ), 3 ( ), 8 ( ), 15 ( ), 20 ( ) mM glucose e de FMCA (0.01mM), Ei = 0.0 






4.2 Laccase  
4.2.1 Comportamentocatalítico do enzima em solução 
Considerando a metodologia descrita como método 1 (capitulo 2 e 3), utilizou-se a Laccase 
para testar a aplicabilidade do método noutros enzimas. As experiências electroquímicas 
preliminares aqui apresentadas foram realizadas em colaboração com outro elemento do grupo, 
Monyse Silva, estagiária IAESTE.   
A Laccase (E.C. 1.10.3.2), uma oxidoredutase disponível comercialmente com actividade 
catalítica conhecida para uma gama elevada de substratos, é uma proteína que contem quatro 
átomos de cobre e requer oxigénio para oxidar compostos fenólicos, polifenólicos, aminas 
aromáticas e diferentes substratos não fenólicos [121]. A Laccase é utilizada no desenvolvimento 
de biossensores e a sua actividade catalítica é investigada pela ocorrência de duas reacções em 
paralelo, a oxidação do substrato e a redução do oxigénio (O2) a água (H2O), como está 
exemplificado no esquema 4.2. Segundo as equações 6 e 7 [78] a Laccase oxida o substrato 
(ABTS), e recupera a forma oxidada através da redução do O2 a H2O; enquanto que o ABTS 
oxidado reduz-se à superfície do eléctrodo (equação 8), sendo este o processo electroquímico 
para a detecção da actividade catalítica do enzima. Ao contrário da glucose, o processo redox do 
ABTS pode ser facilmente seguido por voltametria cíclica e neste caso não é necessário recorrer 
a um mediador redox.   
Lacc4Cu(II) + 4ABTS2- ↔ 4ABTS .− + Lacc4Cu(I)             (6) 
Lacc4Cu(I) + O2 + 4H+ ↔ 2 H2O + Lacc4Cu(II)                 (7) 

































Esquema 4.2 - Representação esquemática das reacções envolvidas na actividade catalítica 
da Laccase na presença do ABTS. 
Tal como efectuado para o estudo da Glucose oxidase, também a actividade da Laccase foi 
primeiramente estudada em solução. Na figura 4.9 são apresentados os voltamogramas cíclicos 
obtidos para o comportamento electroquímico do ABTS na presença da Laccase. É possível 
verificar um aumento dos valores das correntes de de redução (Epred ≈ 0.43 V) do ABTS, 
relativamente às de oxidação, à medida que se vai adicionando Laccase, o que indica a existência 








Figura 4.9 - Voltamograma cíclico da solução de ABTS, após adições de Laccase: 0.1 (






4.2.2 Actividade catalítica do eléctrodo modificado pela reacção do CS2 com o 
enzima 
Os voltamogramas cíclicos obtidos para a Laccase adsorvida no eléctrodo por reacção com 
na monocamada do CS2 estão representados na figura 4.10 a). A análise do comportamento 
catalítico da enzima foi realizada a partir da adição de diferentes concentrações de ABTS. Pela 
linearidade observada na figura 4.10 b), é possível verificar um comportamento catalítico para 
concentrações baixas de Laccase, pois ocorreu um aumento de corrente de pico de redução do 
ABTS, Ered ≈ 0.43V [79], enquanto não há um aumento significativo nos valores de corrente no 
potencial de oxidação até aproximadamente 8 mM de ABTS. Este é o comportamento esperado 
para um enzima imobilizado que retém a sua actividade biológica. Estes estudos apesar de 
preliminares indicam uma vez mais que o CS2 poderá ser utilizado como âncora de 
biomoléculas, num só passo. A reprodutibilidade destes estudos é no entanto baixa, o que poderá 
estar relacionado com a reduzida actividade do enzima comercial utilizado.  
Figura 4.10 – a) Estudos de cronoamperometria da laccase imobilizada, num só passo, após 
ter reagido com o CS2, em presença de ABTS 0 ( ), 1 ( ), 3 ( ), 5 ( ), 8 ( ), 
10 ( ), 20 ( ) µM e do Ei / f = 0.60 V; Em = 0.1V, em PBS pH 6.8; b) Representação 
gráfica de ipred vs [ABTS]  
 




























4.3 Caracterização morfológica dos eléctrodos modificados após reacção entre 
o CS2 com os enzimas 
A análise morfológica dos eléctrodos modificados foi realizada por microscopia de força 
atómica (AFM). Foram caracterizados os eléctrodos modificados pelo CS2 e glucose oxidase, 
figura 4.11, e os eléctrodos onde o enzima foi adsorvido directamente no ouro (ausência do CS2) 
figura 4.12. Como é visível pelas imagens da figura 4.11 o ouro apresenta-se totalmente coberto 
de proteína, podendo detectar-se tanto moléculas individuais (≈ 11 nm), como aglomerados (20-
25 nm de diâmetro). A figura 4.12 a) e b) apresenta pequenas moléculas de ≈ 10 nm, atribuídas à 
GOx fisicamente adsorvida, mas por outro lado, pode-se ver que o enzima não cobre 
uniformemente o ouro, quando depositada directamente no ouro. Esta figura, ou seja a presença 
de GOx, sustenta o facto de que a adsorção física de GOx à superfície do ouro pode originar a 
perda de actividade do enzima, possivelmente devido à desnaturação do enzima, uma vez que os 
resultados electroquímicos não revelaram actividade enzimática do enzima adsorvido. 
Adicionalmente, imagens de AFM realizadas após as medidas cronoamperométricas (figura 4.12 
c)) da GOx adsorvida directamente no ouro, mostram algumas zonas que já não estão cobertos de 
proteína, mas ainda é notória uma quantidade significativa de enzima na superfície do eléctrodo, 
indicando uma vez mais que a enzima não está activa quando é imobilizado directamente no 
ouro. Quando a GOx está ligada à superfície através do CS2, a actividade biológica desta pode 
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Figura 4.11 – Imagens de AFM do eléctrodo modificado com CS2 com glucose oxidase 
imobilizada na superfície. 
Figura 4.12 - Imagens de AFM: a), b) eléctrodo com o enzima adsorvido directamente no 
ouro mas com ausência do CS2; c) GOx imobilizada directamente no ouro após os estudos 
cronoamperométricos. 
A figura 4.13 diz respeito à imobilização da Laccase após reacção com o CS2 sobre a 
superfície do ouro, onde é possível observar que toda a superfície de encontra coberta 
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Figura 4.13 - Imagens de AFM do eléctrodo modificado com CS2 com Laccase 
imobilizada na superfície. 
Estes estudos preliminares demonstram a potencialidade da utilização do CS2 para imobilizar 
















































5. Funcionalização e imobilização de nanopartículas de ouro 
baseadas na reacção CS2 -amina em ouro (111) 
De modo a melhorar o sinal electroquímico originado pela reacção do CS2 e o grupo amina 
presente nos compostos estudados, utilizou-se suspensões coloidais de nanopartículas de ouro, 
pelo facto de estas apresentarem uma área superficial maior comparativamente aos eléctrodos 
planares, para modificar eléctrodos planares.   
Nanopartículas são agregados de átomos de pequenas dimensões, 1-100 nm e apresentam 
várias particularidades, ao nível de propriedades, ópticas, electrónicas e químicas [122]. Em 
geral, as nanopartículas de ouro (Au-NPs) são produzidas pelo método de redução por citrato de 
sódio, estabilizadas por uma monocamada de iões citrato, com diferentes tamanhos dependente 
da razão do número de moles Au/agente redutor que pode variar entre 0.15 e 0.75. O tamanho da 
nanopartícula para a razão Au/citrato = 0.15 localiza-se entre 14.5 a 17,1 nm, enquanto que para 
a razão 0.75 é de 38 nm [57]. A síntese pode ser efectuada tanto em fase homogénea, pelos 
métodos introduzidos por Turkevich (meio aquoso) e melhorado por outros autores [123] (meio 
orgânico), ou em duas fases líquidas. A acção do estabilizador na solução de síntese tem 
importância tanto na protecção (prevenindo a agregação) como no controle das propriedades das 
Au-NPs. As Au-NPs também podem ser estabilizadas por polímeros e tióis [43]. Em casos 
específicos, o próprio redutor pode ser a espécie estabilizadora, que se adsorve na superfície das 
Au-NPs, ou ser outra espécie adicionada no passo de síntese (por ex. tióis). É possível modificar 
a superfície das Au-NPs através de reacções de substituição da espécie adsorvida, num passo 
seguido à síntese [43]. 
 
5.1 Funcionalização de Au-NPs em suspensão coloidal (CS2, epinefrina e 
Glucose oxidase) 
Com o intuito de verificar se ocorria modificação da sua superfície, introduziu-se CS2 (1 
mM) na suspensão coloidal, de modo a que o CS2 substituísse as moléculas de citrato.  
As Au-NPs utilizadas neste trabalho foram sintetizadas por V. Ferreira e têm cerca de 24 ± 
3 nm, como se pode averiguar pela uma imagem de microscopia de transmissão electrónica 













Figura 5.1 – Imagem de TEM representativa das Au-NPs utilizadas neste trabalho (imagem 
cedida por V. Ferreira).  
 
As suspensões coloidais das Au-NPs, as Au-NPs modificadas com CS2 (Au-NPs/CS2, Au-
NPs/CS2 com epinefrina (Au-NPs/CS2 + epinefrina) e Au-NPs/CS2 com glucose oxidase (Au-
NPs/CS2+ GOx) foram caracterizadas por espectroscopia de UV- visível. Os espectros de 
absorção apresentados na figura 5.2 mostram os valores de comprimento de onda obtidos para as 
quatro suspensões analisadas que são, AuNPs (526 nm), AuNPs/CS2 (529 nm), AuNPs/ CS2 + 
epinefrina (528 nm) e Au-NPs/CS2 + glucose oxidase (528 nm), valores estes que se encontram 
dentro da gama de comprimentos de onda característicos das nanopartículas, cerca de 520 nm, 
[57] para Au-NPs com uma dimensão de aproximadamente 20 nm [43]. Pode-se constatar que o 
aumento do tamanho das nanopartículas, originado pela sua modificação produz, um 
alargamento da banda, uma diminuição da intensidade do pico e um ligeiro deslocamento para 
valores de comprimento de onda (λ) superiores [43]. O decréscimo de intensidade é mais notório 
para AuNPs/CS2, o que poderá ser justificado pela existência de maiores interacções entre 
nanopartículas o que conduz a agregados maiores que não absorvem a estes comprimentos de 
onda. De alguma forma quando as AuNPs contactam em simultâneo com CS2 e epinefrina ou 
GOx, as interacções entre NPs diminuem. No entanto, é visível o alargamento da banda de 
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Figura 5.2 – Espectros de absorvância obtidos por espectroscopia de UV-visível para 
suspensões coloidais de citrato/Au-NPs com diâmetro de ≈ 24 nm; Au-NPs ( ), Au-NPs/CS2 
( ), Au-NPs/CS2 + EPIN ( ) e AuNPs/CS2 + GOx ( ).  
 
Para confirmar as análises de espectroscopia de UV-visível, as suspensões coloidais foram 
caracterizadas por AFM, técnica que permite estimar os diâmetros das Au-NPs. As suspensões 
foram depositadas directamente sobre uma superfície de mica (Figura 5.3 a)), imediatamente 
após clivagem basal, e observando as imagens obtidas, figura 5.3 b) e c), foi possível estimar que 
os diâmetros das partículas para as Au-NPs e Au-NPs/CS2 localizam-se entre 21-25 nm e 27-36 
nm, respectivamente, confirmando assim o resultado obtido na espectroscopia de UV-Visível 
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Figura 5.3 – Imagens (a – c) de AFM de suspensões coloidais depositadas em mica: a) 
superfície da mica; b) Au-NPs; c) Au-NPs/CS2 
 
Para as restantes suspensões coloidais as imagens obtidas encontram-se na figura 5.4, 
sendo possível determinar o tamanho das Au-NPs/CS2 após reacção com a epinefrina (figura 5.4 
a)) e com a glucose oxidase (figura 5.4 b)). Os diâmetros das Au-NPs/CS2+ EPIN localizam-se 
entre 31 e 56 nm, mas pode-se observar aglomerados de maiores dimensões (≈ 70 nm) enquanto 
nas Au-NPs/CS2 + GOx, verificam-se diâmetros entre 36 e 49 nm e aglomerados com diâmetros 
superiores, 74 - 86 nm, destacando-se que para estas Au-NPs verificam-se formas mais 
irregulares e uma larga gama de diâmetros. Ao efectuar uma comparação entre estes valores com 
os valores obtidos para as Au-NPs/CS2, estes apresentam valores superiores, o que nos pode 
indicar que os compostos, epinefrina e glucose oxidase, se encontram ligados às Au-NPs/CS2, 
27 nm36 nm
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possivelmente através da ligação entre o N (grupo amina) e o C (CS2), comprovando a 
funcionalização das Au-NPs. 
                                                                                                                                                                                                                        
Figura 5.4 – Imagens de AFM de suspensões coloidais depositadas em mica: a) Au-NPs / 
CS2 + EPIN; b) Au-NPs/CS2 + GOx 
 
5.2 Imobilização covalente de AuNPs e AuNPs funcionalizadas em 
superfícies de ouro  
Com o objectivo de imobilizar covalentemente as nanopartículas de ouro funcionalizadas 
com CS2, através da reacção anteriormente estudada em superfícies planas, a formação de 
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ditiocarbamatos (capitulo 3 e 4), estudou-se inicialmente a reactividade destas com uma SAM 
contendo aminas secundárias e terciárias. O composto utilizado para a formação da SAM é um 
derivado do ácido lipoíco (grupo âncora), contendo na sua extremidade o grupo imizadole 
(C3H4N2), sintetizado pelo Grupo do Professor Franz-Peter Montforts, Universidade de Bremen e 
foi adsorvido durante 16 h, em etanol, numa superfície de ouro.  
 
Os voltamogramas cíclicos representados na figura 5.5 dizem respeito ao voltamograma 
cíclico do ouro (111) limpo (figura 5.5 a)), ao estudo da reacção de oxidação do grupo imizadole 
da SAM (figura 5.5 b)), em 0.1 M H2SO4. Na figura 5.5 b) o pico a cerca de 0.97 V deverá 
corresponder ao processo de oxidação do grupo imidazole, que é próximo embora ligeiramente 
superior ao reportado na literatura para complexos de Mn(phen)(CO)3(imidazole)](SO3CF3) que 
é de  0.80 V [124], e que após o primeiro ciclo, já não é visível, o que indica que a oxidação do 
grupo imidazole deverá ser irreversível, pois os picos visíveis no segundo ciclo, a  1.10 e 1.38 V,  
são da oxidação do ouro. 
Figura 5.5 – Voltamogramas cíclicos a 50 mVs-1 em 0.1M H2SO4 a) Au (111), 1.º ciclo (
), 2.º ciclo ( ); b) SAM de imidazole, 1.º ciclo ( ), 2.º ciclo ( );  
 
Como demonstrado nos capítulos anteriores desta tese, o potencial de redução (Epred) a que 
ocorre o processo de desadsorção e a forma do pico correspondente pode fornecer informação 
sobre a estabilidade da monocamada [33]. Assim estudou-se o comportamento electroquímico 
das desadsorções redutivas das SAMs formadas em ouro antes e após a reacção com AuNPs/CS2. 
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O esquema 5.1 exemplifica a reacção que se espera obter entre a SAM contendo o grupo 




Esquema 5.1 - Metodologia usada para a funcionalização de superfícies de ouro com SAM 
com grupo imidazole (16 h) após reacção com Au-NPs/CS2 (24 h), em etanol.  
 
Verifica-se, através dos voltamogramas cíclicos da figura 5.6, que ocorre um deslocamento 
do potencial de redução para valores mais positivos, isto é, o Epred da SAM imidazole é de -1.08 e 
da SAM imidazole ligada às Au-NPs/CS2 é de -1.04 V (tabela 5.1). Este comportamento aponta 
para alguma destabilização da SAM, provavelmente induzida pelas AuNPs/CS2 na monocamada, 
que tornou ligeiramente mais fácil a sua desadsorção redutiva. É de salientar que o valor de 
potencial de desadsorção observado para a SAM de imidazole, é 160 mV mais negativo do que o 
obtido para uma SAM pura de CS2 (cf. Capítulo 3), o que é devido principalmente ao efeito que 
a cadeia alquilo tem na organização da monocamada. Quanto às coberturas superficiais obtidas 
por desadsorção redutiva das SAMs, apresentadas na tabela 5.1, verifica-se um ligeiro 
decréscimo no recobrimento após reacção das SAMs com as AuNPs, mas o valor obtido para a 
SAM com o grupo imidazole, 4.02 × 10-10 mol cm-2, o que está de acordo com o esperado para 
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Figura 5.6 – Voltamogramas cíclicos dos estudos de desadsorção redutiva das SAM 
imidazole ( ) e da SAM imidazole após reacção com as Au-NPs/ CS2 ( ), em solução de 
0.1 M NaOH, a uma velocidade de varrimento de 20 mVs-1.  
 
Tabela 5.1 – Valores de potenciais de oxidação (Epoxi) e redução (Epred) da SAM com o 








Para avaliar a eficácia da metodologia proposta, testou-se um composto electroactivo 
anteriormente estudado, a epinefrina através da testou-se a reacção entre um eléctrodo 
modificado com a SAM contendo o grupo imidazole (10 min., em solução 1 mM), seguido de 
Redução Enxofre/Au NPs
Epred / V  / mol cm-2 
SAM Imidazole -1.08 4.02x10-10





reacção com Au-NPs / CS2 (2.30 h; 1 mM CS2) durante 16 h, e por fim colocou-se em contacto 
com 0.1 M CS2 + 0.1 M Epinefrina durante 4 h, em etanol, como exemplificado no esquema 5.2. 
Note-se, que nesta metodologia o tempo de adsorção para a SAM com o grupo imidazole é de 10 
min., pois foram realizadas experiências com o tempo de 16 h e não se obtiveram resultados 
satisfatórios, provavelmente devido à monocamada se encontrar demasiada compacta 
bloqueando o sinal da epinefrina. A concentração do CS2 utilizada (1 mM) é diferente da usada 
nas experiências anteriores, visto que com 0.1 M não se obtiveram resultados razoáveis. Os 
resultados obtidos segundo esta metodologia são mostrados na figura 5.7. O comportamento 
electroquímico observado diz respeito aos processos redox da epinefrina (figura 5.7 a)), exibindo 
picos de oxidação e redução com E1/2 ≈ 0.55 V e ΔEp ≈ 0.050 V. Ao representar a ipoxi e a ipred 
versus a ν (figura 5.7 b)) verifica-se proporcionalidade que comprova, que a espécie se encontra 
adsorvida na superfície do eléctrodo. Ao analisar as coberturas superficiais que estão 
mencionadas na tabela 5.2, a cobertura obtida para esta reacção (1.07 x10-10 mol cm-2) é inferior 
à obtida para a reacção entre o CS2 e a Epinefrina (1.30 x10-10 mol cm-2, método 1, capitulo 3) 
num eléctrodo plano sem a presença de Au-NPs, facto este que indica que ocorreu de facto 
reacção mas não na extensão pretendida. Este resultado levou-nos a testar uma outra metodologia 
que não envolve a formação de SAMs. 
 
Esquema 5.2 - Metodologia usada para a funcionalização de superfícies de ouro: SAM com 
um grupo imidazole (1 mM, 10 min.), reacção com Au-NPs / CS2 (1mM; 2:30h) durante 16 h e 





Figura 5.7 – a) Voltamogramas cíclicos do eléctrodo de Au modificado: SAM imidazole + 
(Au-NPs/CS2) + (CS2+EPIN), a velocidades de varrimento de 5 ( ), 10 ( ), 20 ( ), 
50 ( ), 100 ( ), 200 ( ) mVs-1, em 0.1 M H2SO4; b) Representação gráfica de ip vs 
velocidade de varrimento (ν). 
A outra metodologia envolveu a reacção, num só passo, entre o CS2 (1 mM), Au-NPs e 
Epinefrina (0.1 M) com tempo de adsorção de 16 h em etanol, onde à partida poderá haver mais 
do que um tipo de compostos imobilizados, como representado no esquema 5.3; um enxofre do 
CS2 pode ter-se ligado à nanopartícula e o outro S ao eléctrodo planar, como podem também 
existir grupos resultantes da reacção entre o CS2 e a epinefrina, sem ter ocorrido reacção com as 
nanopartículas, ou até poderão existir algumas moléculas de CS2 que não reagiram. Com esta 
metodologia obtiveram-se resultados mais satisfatórios, como é exibido na figura 5.8. Na figura 
5.8 a), estão representados vários voltamogramas cíclicos onde é claramente visível o processo 
redox da epinefrina com ΔEp ≈ 0.030 V e E
1/2 = 0.54 V, a diversas velocidades de varrimento e 
na figura 5.8 b) a respectiva representação gráfica da corrente de pico ipox e ipred versus 
velocidade de varrimento (ν), observando-se que os picos redox vão aumentando linearmente 
com o aumento da velocidade de varrimento, comportamento característico de espécies 
electroactivas adsorvidas à superfície do eléctrodo. 
 









































Esquema 5.3 - Metodologia usada para a funcionalização de superfícies de ouro com CS2 
(1 mM), Au-NPs e Epinefrina (0.1 M), durante 16 h em etanol. 
 
Figura 5.8 – a) Voltamogramas cíclicos do Au modificado com CS2 + Au-NPs + EPIN, a 
velocidades de varrimento de 5 ( ), 10 ( ), 20 ( ), 50 ( ), 100 ( ), 200 (
) mVs-1, em 0.1 M H2SO4; b) Representação gráfica de ip vs velocidade de varrimento (ν). 
 
Com o objectivo de verificar se a introdução de Au-NPs fez aumentar o sinal 
electroquímico das reacções comparou-se o comportamento redox e a desadsorção redutiva dos 
eléctrodos modificados (figura 5.9), com e sem Au-NPs. Assim, e visualizando os 
voltamogramas cíclicos do estudo redox apresentados na figura 5.9 a), pode-se verificar que a 
monocamada formada pela reacção entre as Au-NPs, o CS2 e a epinefrina apresenta um aumento 
CS2
CS2 / Au-NPs +  Epinefrina












































de corrente bastante significativo, o que se traduz numa cobertura superficial de epinefrina 
superior à obtida para a monocamada em eléctrodo de ouro plano, sem Au-NPs (tabela 5.2). É de 
realçar que os eléctrodos modificados com Au-NPs, recorrendo às duas metodologias 
apresentadas (com SAM de imidazole ou directamente no Au num só passo) para aumentar a 
quantidade de epinefrina adsorvida covalentemente, exibem um desvio de potencial para valores 
menos positivos, o que pode ser revelador de um processo de transferência electrónica facilitado, 
devido à presença das Au-NPs [125].  
Através da análise das desadsorções redutivas (figura 5.9 b)) do enxofre presente nos 
eléctrodos modificados, pode-se dizer que os valores de Epred estão próximos dos valores 
correspondentes às respectivas SAMs puras (SAM com um grupo imidazole e SAM de CS2). É 
de notar um ligeiro aumento na quantidade de enxofre desadsorvido nos dois ensaios com Au-
NPs, relativamente ao ouro plano (sem Au-NPs), pois poderá também estar a contribuir alguma 
quantidade de enxofre que esteja ligado às Au-NPs. Tendo em conta o valor das coberturas 
superficiais () obtidas nos processos redox e apresentadas na tabela 5.2, pode-se dizer que os 
eléctrodos funcionalizados num só passo em presença de AuNPs, apresentam uma cobertura de 
epinefrina significativamente mais elevada do que no eléctrodo de ouro plano, pois a área 
superficial disponível é maior, devido à presença das Au-NPs. 
Tabela 5.2 - Valores dos potenciais redox (Epox, Epred, figura 5.7 e 5.8) e do potencial de 
redução (Epred, figura 5.9) correspondente à desadsorção redutiva e respectivas coberturas 
superficiais das monocamadas formadas: SAM imidazole + (CS2 / Au-NPs) + (CS2 + EPIN); CS2 
+ Au-NPs + EPIN; CS2 + EPIN.  
Estudos redox Desadsorções redutivas
(  /  (1S))




0.560 1.07x10-10 0.510 5.70x10-11 -1.050 8.72x10-10
CS2 + Au-Nps
+EPIN
0.550 2.16x10-10 0.520 1.70x10-10 -0.900 8.86X10-10






Na figura 5.10 encontra-se uma imagem de AFM do eléctrodo planar modificado pela 
reacção entre as Au-NPs, CS2 e epinefrina, onde é possível ver os terraços típicos da adsorção do 
enxofre na superfície do ouro e as nanopartículas funcionalizadas, com diâmetros entre 25 e 33 
nm, que comprovam a respectiva modificação. As Au-NPs encontram-se distribuídas 
uniformemente na superfície, sendo possível determinar a densidade de partícula por cm2, 
verificando-se que existem aproximadamente 1.17 × 108 nanopartículas/ cm2 de superfície de 
ouro. 
Figura 5.9 – Voltamogramas cíclicos obtidos para as monocamadas: SAM imidazole +Au-
NPs /CS2 + (CS2+EPIN) ( ), da CS2 + Au-NPs + EPIN ( ) e da CS2 + EPIN ( ): a) 
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Figura 5.10 – Imagens de AFM do eléctrodo planar modificado pela reacção Au-NPs + 
CS2 + EPIN.  
Após estes estudos, testou-se a reacção entre CS2, Au-NPs e GOx, directamente no ouro 
(num só passo), mas não se obtiveram resultados satisfatórios até ao momento, estando em 
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6. Conclusões e Perspectivas 
No trabalho desenvolvido exploram-se as condições experimentais para a 
(bio)funcionalização de eléctrodos de ouro baseada na reacção entre o CS2, e grupos funcionais 
amino, presentes em diversos compostos electroactivos bem como na estrutura proteica das 
biomoléculas. 
Foi possível imobilizar com sucesso dopamina, epinefrina e triptofano na superfície de 
ouro utilizando o dissulfureto de carbono. Das três metodologias de imobilização estudadas, 
destaca-se o método 1, imobilização num só passo (o substrato de ouro é imerso numa solução 
equimolar de CS2 e amina), como o mais eficaz, embora o método 3, que envolve a reacção entre 
CS2 e amina e subsequente contacto com a superfície de ouro, também se tenha revelado 
satisfatório. As diferenças existentes entre os resultados obtidos no método 1 e no método 3, é 
que neste último, quando se faz reagir o CS2 com a amina antes do contacto com o eléctrodo, 
além da formação do grupo ditiocarbamato, poderá também formar-se um produto de degradação 
que poderá adsorver no ouro, podendo causar algum bloqueio no sinal do ditiocarbamato 
formado ou diminuir a área disponível do eléctrodo para a adsorção deste.  
Em contrapartida, pelo método 2, efectuado em dois passos (formação de uma 
monocamada auto-montada de CS2 e posterior reacção com a amina) apenas foi visível sinal 
electroquímico para a amina secundária, provavelmente devido ao facto de que quando o CS2 se 
liga ao ouro gera-se um dipolo negativo (δ-) muito grande em torno dos S diminuindo a 
electrofilicidade do C, e por isso a ligação N-C não ocorrerá em grande extensão.  
Para efectuar o primeiro passo do método 2, investigaram-se parâmetros experimentais 
como o tempo de adsorção e o solvente. Os melhores resultados, obtidos por desadsorção 
redutiva das SAMs, demonstraram que um tempo de adsorção de 16 h em meio orgânico (etanol) 
leva à formação de SAMs de CS2 estáveis e compactas, com Epred de -0.920 V e uma cobertura 
superficial de 4.30 x 10-10 mol cm-2 por molécula de CS2 e admitindo um electrão por enxofre. 
As SAMs de CS2 foram também caracterizadas por STM e as imagens revelaram as depressões 
típicas provocadas pela adsorção do enxofre em ouro (com 0.24 nm de profundidade) e apesar da 
resolução molecular não ser muito elevada, aparentemente os átomos de S encontram-se 





entanto, é possível que dois átomos de S estejam muito próximos um do outro, indicando deste 
modo uma maior concentração superficial relativamente à obtida em SAMs de tiolatos. 
O comportamento redox da dopamina, epinefrina e triptofano após terem reagido com o 
CS2, num só passo, exibe uma resposta linear entre as correntes redox e a velocidade de 
varrimento aplicada, confirmando a imobilização destes compostos na superfície do ouro, 
destacando-se os resultados obtidos para a epinefrina, como os melhores, pela apresentação de 
picos bastante reversíveis e simétricos e uma cobertura de superfície para ambos os processos 
redox de 1.30 × 10-10 mol cm-2. As possíveis explicações para estes resultados são, a 
nucleoficidade de uma amina secundária ser muito maior que uma amina primária, estabelecendo 
uma ligação mais forte e eficaz com o carbono do CS2 e, quando a reacção ocorre num só passo, 
leva a que haja uma estabilização mais rápida da estrutura formada e a diminuição da 
probabilidade de ocorrer a formação de subprodutos. 
Por desadsorção redutiva de um eléctrodo modificado com CS2 e hexilmetilamina foi 
possível observar dois processos catódicos (-0.800 e -0.880 V) em posições intermédias das 
verificadas para SAMs puras de CS2 (-0.920 V) e de um ditiocarbamato comercial (DEDTC, -
0.740 V), constatando-se então que o pico mais negativo deverá corresponder à presença de CS2 
que não reagiu com os grupos amina e o menos negativo a domínios de ditiocarbamato, 
provando a ocorrência da reacção pretendida. A maior facilidade de desadsorção de uma SAM 
de ditiocarbamato relativamente à de CS2 poderá ser explicada pela presença de uma ligação 
Au/S mais fraca, neste caso, uma vez que a estrutura de ressonância também se estende aos 
átomos de azoto.  
Recorrendo à espectroscopia de UV-Vísivel foi possível corroborar a formação do grupo 
ditiocarbamato na reacção CS2 - hexilmetilamina, pelo aparecimento ao fim de 30 minutos, de 
bandas de absorção a 252 e 283 nm características de um ditiocarbamato. É de salientar que após 
1 hora de reacção a intensidade das bandas decresce, o que poderá estar relacionado com a 
formação de produtos de degradação resultantes da reacção em solução (método 3), como já foi 
referido. 
Os estudos de desadsorção redutiva realizados às monocamadas resultantes das reacções 
CS2 – aminas (dopamina, epinefrina e triptofano), permitiram revelam um alargamento dos picos 
de redução e um desvio positivo dos valores dos Epred relativamente aos valores de potencial de 





devido à formação de ditiocarbamatos. No entanto, este desvio é muito menor do que o 
observado no caso da reacção CS2 e hexilmetilamina, pois a presença de grupos OH e anéis 
aromáticos na estrutura da dopamina, epinefrina e do aminoácido, poderão interagir entre eles 
conferindo uma estabilização adicional às monocamadas, quando comparadas a cadeias alifáticas 
curtas.  
 Os estudos de biofuncionalização de superfícies de ouro com glucose oxidase, com base 
na reacção entre o CS2 e grupos amina presentes na estrutura proteica, foram realizados num só 
passo em meio aquoso. Verificou-se por cronoamperometria que a GOx imobilizada e na 
presença de um mediador (FCMA) apresenta actividade catalítica para a glucose, observando 
que existe um aumento linear da corrente de oxidação (0.25 até 22.5 mM) com as sucessivas 
adições de glucose, atingindo-se o valor máximo de concentração, e de seguida um patamar, 
correspondente à saturação do enzima ou seja, o enzima preserva a sua actividade biológica após 
o processo de imobilização com CS2.  
Para verificar a necessidade de utilização do grupo CS2 na reacção com a GOx, estudou-se 
o comportamento do enzima imobilizado directamente na superfície de ouro verificando-se que a 
corrente de oxidação do mediador decresce com o aumento de glucose na solução, ao contrário 
do comportamento verificado na presença de CS2, o que indica a inexistência de actividade 
catalítica quando o enzima está imobilizado directamente no ouro, o que poderá ter sido causado 
por mudanças na conformação/estrutura da proteína e possivelmente a desnaturação da mesma. 
Nos estudos de cronoamperometria realizados nas mesmas condições experimentais, com 
um eléctrodo de ouro “limpo” (sem enzima), utilizando uma solução de mediador na mesma 
concentração, foi possível constatar igualmente um decréscimo da corrente com o aumento de 
glucose, que pode ser devido a algum tipo de interacção entre o ferroceno e a glucose. Este efeito 
é também verificado em ensaios realizados em solução, por espectroscopia de UV-Vísivel, pois a 
banda de absorção do FMCA (λ= 440 nm) diminui significativamente quando é adicionada 
glucose à solução de ferroceno. Será necessário realizar uma investigação mais aprofundada para 
tentar minimizar ou até mesmo eliminar este efeito, de modo a ser possível determinar 
parâmetros cinéticos mais fiáveis. 
Também se estudou a actividade catalítica da reacção entre CS2 e GOx pelo consumo de 





glucose, com a provável produção de H2O2, evidenciando que o enzima se encontra activo após 
imobilização na superfície do ouro. 
Nos estudos catalíticos, efectuados ao eléctrodo modificado pela reacção do CS2 com a 
Laccase, observou-se que o enzima exibe alguma actividade catalítica após a sua imobilização no 
eléctrodo, mostrando o aumento das correntes do pico de redução do ABTS, enquanto não há um 
aumento notório nos valores de corrente do processo oxidação. Estes estudos não apresentam 
grande reprodutibilidade muito provavelmente devido à baixa actividade da enzima comercial 
associada à baixa concentração superficial de enzima, no entanto, e apesar de preliminares estes 
estudos indicam mais uma vez que o CS2 poderá ser utilizado como grupo âncora para 
biomoléculas, num processo de imobilização em meio aquoso e num só passo. 
Os eléctrodos modificados pela reacção do CS2 e GOx foram caracterizados 
morfologicamente por AFM e observou-se que o enzima está distribuído uniformemente pela 
superfície do eléctrodo, visualizando moléculas individuais de enzima com diâmetro de ≈ 11nm 
e também pequenos aglomerados com maiores dimensões (≈ 23 nm). As imagens obtidas pela 
mesma técnica do eléctrodo modificado pela imobilização directa do enzima no ouro permitiu 
verificar que apesar de este não apresentar actividade catalítica para a glucose, a GOx está 
presente em grande quantidade na superfície do eléctrodo, podendo distinguir-se também 
moléculas individuais com ≈ 10 nm e aglomerados com 22-28 nm. 
A última parte do trabalho englobou o estudo das reacções com Au-NPs. As suspensões 
coloidais foram caracterizadas por TEM, AFM e espectroscopia de UV-Vísivel, o que 
possibilitou verificar que as AuNPs possuem um diâmetro de 24 ± 3 nm, com a banda de 
absorção a um λ= 526 nm. As Au-NPs foram modificadas com CS2, epinefrina e glucose oxidase 
observando-se um ligeiro desvio do comprimento de onda da absorção, para 529 (Au-NPs/CS2) e 
528 nm (Au-NPs/CS2 +epinefrina e Au-NPs/CS2+glucose oxidase) e alteração de diâmetros para 
valores superiores: Au-NPs/CS2 com 21-36 nm de diâmetro, enquanto as Au-NPs/CS2 + 
Epinefrina têm diâmetros entre 31 e 56 nm e aglomerados de maiores dimensões (≈ 70 nm). As 
Au-NPs/CS2 + Glucose oxidase apresentam diâmetros entre cerca 36 e 49 nm e aglomerados 
com diâmetros ainda maiores, 74 - 86 nm, destacando-se por apresentar formas mais irregulares 
e uma larga gama de diâmetros. 
O comportamento electroquímico exibido pelas Au-NPs funcionalizadas imobilizadas em 





se encontra no eléctrodo, exibindo um pico de oxidação a -0.97 V e que as monocamadas 
formadas antes e após a reacção com as Au-NPs modificadas, demonstram alguma 
destabilização da SAM, provavelmente induzida pelas Au-NPs/CS2. 
Dos dois procedimentos investigados para imobilizar as Au-NPs em superfícies de ouro, o 
primeiro de uma forma sequencial (SAM imidazole + (Au-NPs/CS2) e (CS2 + Epinefrina)), e o 
segundo realizado num só passo (CS2 + Au-NPs + Epinefrina), foi possível verificar que a 
epinefrina fica imobilizada na superfície do eléctrodo pelos dois métodos mas os resultados 
obtidos no primeiro não são melhores do que os obtidos na reacção CS2 + epinefrina sem a 
presença de Au-NPs. Em contrapartida, o comportamento electroquímico da epinefrina 
imobilizada em AuNPs num só passo, mostra que esta se encontra imobilizada covalentemente, 
em maior quantidade do que em eléctrodos planares, e que existe um desvio dos potenciais redox 
para valores menos positivos. Estes resultados são bastante satisfatórios pois a introdução das 
Au-NPs faz com que a área superficial disponível seja maior existindo a possibilidade de 
formação de estruturas tridimensionais e ainda que os processos de transferência electrónica 
sejam facilitados.  
Em termos de perspectivas futuras, é importante realizar estudos de XPS para confirmar a 
formação do grupo ditiocarbamato na superfície do ouro,que apesar de já estarem em curso ainda 
não foi possível obter resultados conclusivos. O recurso à técnica de EQCM poderá revelar 
informação mais precisa sobre a quantidade de biomoléculas ou nanopartículas funcionalizadas 
adsorvidas, usando esta nova metodologia. A optimização das condições experimentais das 
reacções envolvendo nanopartículas de ouro e a necessidade de explorar outras vias de 
imobilização é essencial para se desenvolver eléctrodos tridimensionais. A formação de grupos 
ditiocarbamatos com Au-NPs será um dos objectivos centrais para uma potencial aplicação em 
biossensores electroquímicos e ópticos. Neste sentido seria interessante explorar esta nova 
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